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1
1 Einleitung 
1.1 Aufbau und Funktion der Haut 
Die Haut ist das größte Organ des Menschen und Träger zahlreicher Funktionen, da sie eine 
schützende mechanische, biochemische und immunologische Barriere zwischen Organismus 
und Umwelt darstellt. Sie besteht, von außen nach innen, aus drei Schichten: der Epidermis 
(Oberhaut), der Dermis (Lederhaut) und der Subkutis (Unterhaut) [1]. Die Epidermis bildet 
ein vierschichtiges Plattenepithel (Abb. 1), das zu 90% aus Keratinozyten besteht und einer 
Basallamina aufsitzt. Die unterste Schicht bildet das Stratum basale (Regenerationsschicht). 
Hier erfolgt durch Zellteilung der Stammzellen die Neubildung von Keratinozyten, die in 
einem Zeitraum von 28 Tagen die Epidermis durchwandern und dabei einen streng regulierten 
Differenzierungsvorgang durchlaufen. Neben den Stammzellen beherbergt das Stratum basale 
auch die für die Eigenfarbe und den UV-Lichtschutz der Haut verantwortlichen Melanozyten 
und die Merkelzellen, charakterisiert durch langsam adaptierende Mechanorezeptoren. Im 
Stratum spinosum (Stachelzellschicht) erfolgt eine allmähliche horizontale Umorientierung 
der Zellachse und eine Zunahme des Zellvolumens der Keratinozyten. Odlandkörperchen 
werden synthetisiert, in denen die Kittsubstanz für die Hornschicht hergestellt wird. Das 
Stratum granulosum (Körnerschicht) ist durch Keratohyalingranula gekennzeichnet, die 
hauptsächlich aus an Keratinfilamenten angelagertem Profilaggrin bestehen. Im oberen 
Stratum granulosum laufen sehr schnelle Differenzierungsprozesse der Kerationzyten ab, die 
unter anderem durch eine Abplattung der Zellen, Verlust der Zellkerne und der Zellorganellen 
sowie Dehydration gekennzeichnet sind. An der Grenze zwischen Stratum granulosum und 
Stratum corneum (Hornschicht) wird der Inhalt der Odlandkörperchen in den 
Interzellularraum abgegeben und bildet mit anderen Proteinen (Involukrin, Loricrin, 
Keratolinin) das cornified envelope der Hornzellen aus. Das Cornified Envelope verleiht der 
Hornhaut Rigidität und chemische Resistenz gegenüber Alkalien, Detergenzien, 
reduzierenden Substanzen und organischen Lösungsmitteln. Das Stratum corneum bildet 
somit die eigentliche mechanisch-chemische Barriere der Haut aus, da es die Haut vor 
Austrocknung, mechanischen Traumata und dem Eindringen körperfremder Substanzen und 
Mikroorganismen schützt. Die Dermis ist von außen nach innen in das Stratum papillare 
(Papillenschicht) und das Stratum reticulare (Netzschicht) unterteilt. Sie ist Träger der die 
Haut versorgenden Blutgefäße und Nerven und besitzt durch das Bindegewebe eine hohe 
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Reißfestigkeit und Elastizität. Das Bindegewebe besteht aus ineinander vernetzten Kollagen-
faserbündeln und elastischen Fasern. Die Fibroblasten liegen zwischen den Maschen des 
Fasernetzes und produzieren vor allem Kollagene, Proteoglykane und Elastin. Die Subkutis 
ist einschichtig und besteht aus Fettgewebe das zur Wärmeisolierung, Energiespeicherung 
und als mechanisches Schutzpolster dient. 
 
 
 
Abb. 1: Schematischer Aufbau der Epidermis 
Aus Fritsch Dermatologie, Venerologie [161], weitere Erläuterungen im Text. 
 
1.2 Die Haut als biochemische Barriere 
Zum Schutz vor Xenobiotika (Fremdsubstanzen) besitzt die Haut verschiedene Transport- und 
Detoxifikationssysteme, die für die Aufnahme (Phase 0), Biotransformation (Phase I und II) 
und den Antitransport (Phase III) von zellschädigenden Substanzen zuständig sind. Bei den 
Xenobiotika handelt es sich meist um niedermolekulare Substanzen aus der Umwelt wie zum 
Beispiel Pestizide, Lösungsmittel und Karzinogene, aber auch um Medikamente und 
Kosmetika, denen die Haut ausgesetzt wird [2]. Die meisten Xenobiotika gelangen nicht 
durch passive Diffusion in die Haut, sondern werden durch verschiedene Influxproteine aktiv 
in die Haut transportiert. Eine wichtige Klasse dieser Influxproteine stellen die organischen 
Anionentransporter (OATP) dar [3].  In Keratinozyten konnte unter anderem die Expression 
von OATP-B, OATP-D und OATP-E nachgewiesen werden [4] (Abb. 2). Während der 
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Biotransformation werden apolare, lipophile und daher nur sehr schwer ausscheidfähige 
Verbindungen in polare, wasserlösliche Substanzen umgewandelt. Einen wesentlichen Beitrag 
zur Phase I der Biotransformation leisten die Cytochrom P450 (CYP)- Enzyme. Diese auch 
als Monooxygenasen bezeichneten Enzyme katalysieren Hydroxylierungs- und De-
alkylierungsreaktionen unter Beteiligung von molekularem Sauerstoff und NADPH. Ein 
Sauerstoffatom wird dabei in das Substratmolekül eingebaut, während das andere zu Wasser 
reduziert wird [5]. In Keratinozyten leisten vor allem die Cytochrome CYP1A1, CYP1B1, 
CYP2B6, CYP2E1 und CYP3A4 einen wichtigen Beitrag zur Metabolisierung von 
Xenobiotika [6] (Abb. 2). In Phase II der Biotransformation, die auch als Konjugationsphase 
bezeichnet wird, werden die aus Phase I stammenden Verbindungen mit Hilfe von 
Transferasen über ihre reaktiven Gruppen an polare Substanzen gekoppelt. Es entstehen vor 
allem Glutathion-, Glucuronat- oder Sulfat-konjugierte Substanzen, die von Effluxproteinen 
wie zum Beispiel den multidrug-resistance associated proteins (MRPs) aus der Zelle 
heraustransportiert werden können (Antitransport Phase III). In der Haut wurden bisher die 
MRP-Proteine MRP-1, -3, -4, -5, -6 und -7 nachgewiesen [7] (Abb. 2). 
 
 
 
Abb.2: Aktiver Import/Export von Substanzen durch Transportproteine und Cytochrom P450-
Metabolismus in epidermalen Keratinozyten 
Schematische Darstellung nach Baron und Merk [6], weitere Erläuterungen siehe Text 
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1.2.1 Struktur und Funktion der MRP-Transportproteine 
Die Familie der MRP-Transportproteine gehört in die große Klasse der adenosine 
triphosphate-binding cassette (ABC) –Transporter und umfasst zur Zeit neun Mitglieder 
(MRP-1 bis MRP-9) [8]. Strukturell unterscheiden sich die Familienmitglieder vor allem 
durch die Anzahl ihrer Transmembrandomänen. So besitzen die MRP-Proteine MRP-1, -2, -3, 
-6 und -7 insgesamt 17 Transmembrandomänen, während MRP-4, -5, -8 und -9 nur 12 
Transmembrandomänen enthalten [9] (Abb. 3). Gemeinsames Kennzeichen sind die beiden 
großen Schleifen, die C-terminal und zwischen der 6. und 7. Transmembrandomäne liegen 
und die ATP-bindenden Kassetten tragen. Über die Transportmechanismen und die Substrat-
bindungsstellen ist bisher nur sehr wenig bekannt. Nach Bindung des Substrats erfolgt durch 
Hydrolyse eines ATP-Moleküls eine Konformationsänderung für den Transport, die im 
Anschluss durch die Hydrolyse des zweiten ATPs wieder rückgängig gemacht wird [10]. Die 
physiologische Aufgabe der MRP-Proteine liegt vor allem in ihrer Schutzfunktion vor 
Xenobiotika und toxischen Metaboliten, die in Form von Glutathion-, Glucuronat- und Sulfat-
Konjugaten oder ungebunden im Cotransport mit freiem Glutathion aus der Zelle transportiert 
werden können [11]. Sie verhindern die Aufnahme dieser schädigenden Substanzen in den 
Körper durch den Darm oder den Transport in wichtige Organe wie zum Beispiel das Gehirn 
(Blut-Hirn-Schranke) [12], die Gonaden (Blut-Testis-Schranke) [13] und die Augen (Blut-
Retina-Schranke) [14].  Gleichzeitig erleichtern sie die Elimination von Xenobiotika in die 
Galle, Niere und den Darm. Zum Schutz für das ungeborene Kind werden auch in der  
Plazenta zahlreiche MRP-Proteine exprimiert (Blut-Plazenta-Schranke) [15]. Zu den körper-
eigenen Metaboliten, die die MRP-Proteine transportieren können, gehören unter anderem 
Bilirubin-Glucuronide und das Estrogen-Glucuronid E217βG, aber auch reduzierte Folate 
[16]. Für MRP-1 stellt auch die oxidierte Form von Glutathion GSSG ein gutes Substrat dar. 
Die Konzentration von GSSG  ist in der Zelle für gewöhnlich sehr niedrig, kann aber bei 
erhöhtem oxidativen Stress sprunghaft ansteigen und die normale Redoxbalance stören [17]. 
Eine Besonderheit der MRP-Proteine MRP-4, -5 und -8 ist der Transport von zyklischen 
Nukleotiden wie zum Beispiel cAMP und cGMP [18]. Da der Abbau dieser second messenger 
in der Zelle sehr schnell durch Phosphodiesterasen erfolgt und der Effluxmechanismus über 
MRP-Proteine vergleichsweise langsam ist, kann noch keine Aussage über die Bedeutung 
dieses Prozesses getroffen werden. In der Vermittlung von Entzündungsprozessen spielen die 
MRP-Proteine ebenfalls eine bedeutsame Rolle, da MRP-4 die Prostaglandine E1 und E2 [19] 
transportiert und MRP-1 einen sehr effizienten Transporter für Cysteinyl-Leukotrien C4 
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darstellt. Der fehlende Transport von Cysteinyl-Leukotrien C4 in MRP-1 defizienten Mäusen 
verhindert die Auswanderung von dendritischen Zellen aus der Epidermis in die 
Lymphknoten, da dieses Leukotrien für die chemotaktisch gesteuerte Migration dendritischer 
Zellen von essentieller Bedeutung ist [20]. 
 
 
Abb. 3: Struktur der multidrug-resistance associated proteins 
(A) MRP-4, MRP-5, MRP-8 und MRP-9 besitzen 12 Transmembrandomänen und 2 ATP-Bindungsstellen.                                                                                                    
(B) MRP-1, MRP-2, MRP-3, MRP-6 und MRP-7 besitzen ein zusätzliches Segment am N-terminalen Ende und 
umfassen daher insgesamt 17 Transmembrandomänen und 2 ATP-Bindungsstellen.  
Schematische Darstellung nach Gottesman et al. [9] 
1.2.2 Klinische Relevanz der MRP-Transportproteine 
Ein Versagen der Chemotherapie ist in 50% der Fälle auf eine multidrug-Resistenz gegen 
Zytostatika zurückzuführen. Gemeinsam mit dem ABC-Transporter P-Glycoprotein gelten die 
multidrug-Resistenz-assoziierten Proteine MRP-1, -2 und -3 als die Hauptauslöser der 
multidrug-Resistenz [21]. Tumorzellen, die diese Transporter überexprimieren, transportieren 
die Zytostatika noch vor Entfaltung ihrer Wirkung aus der Zelle heraus und sind so vor ihrem 
tödlichen Angriff geschützt. Zu den wichtigsten Zytostatika, die von MRP-1, MRP-2 und 
MRP-3 als Substrat erkannt werden, zählen das zu den Folsäureantagonisten gehörende 
Methotrexat, das Antrazyklin Doxorubicin, das Vincaalkaloid Vincristin und das Podophyllo-
toxinderviat des immergrünen amerikanischen Maiapfels Etoposid. Durch die Hemmung der 
Dihydrofolatreduktase verhindert Methotrexat die Neusynthese von Thyminnucleotiden und 
verhindert so die DNA-Replikation. Doxorubicin wirkt zytotoxisch auf die Zelle, da es in die 
DNA interkaliert. Vincristin gehört zu den Spindelgiften und Etoposid verhindert die für die 
Replikation erforderliche Auftrennung beider DNA- Doppelstränge durch Hemmung der 
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Topoisomerase II. Bei dem autosomal-rezessiv vererblichen Dubin-Johnson-Syndrom führen 
Mutationen im MRP-2 Gen zur Expression eines funktionslosen MRP-2 Proteins in der 
kanalikulären Hepatozytenmembran [22]. Dies verursacht eine konjugierte Hyper-
bilirubinämie, da Bilirubinglucuronide nicht mehr in die Galle transportiert werden können. 
Schübe von Gelbsucht und melaninartige Pigmentablagerungen in der Leber sind die Folge. 
Eine andere meist autosomal-rezessive seltener dominant vererbbare Krankheit ist 
Pseudoxanthoma elasticum [23]. Diese degenerative Systemerkrankung des elastischen 
Bindegewebes ist durch eine fortschreitende Kalzifizierung und Fragmentierung der 
elastischen Fasern gekennzeichnet und manifestiert sich vor allem in der Haut, den Augen, 
dem Gastrointestinaltrakt und dem Herz-Kreislaufsystem. Verursacht wird diese Krankheit 
durch Mutationen im MRP-6 Gen; der genaue Mechanismus ist jedoch noch nicht bekannt.  
1.3 Die immunologische Barriere der Haut 
Für die Abwehr pathogener Mikroorganismen existieren in der Haut zahlreiche angeborene 
Frühwarnsysteme, die eine schützende Entzündungsreaktion einleiten können. Keratinozyten, 
Langerhans-Zellen, dermale Mastzellen, residente dendritische Zellen und Makrophagen 
bilden gemeinsam eine erste Verteidigungslinie und leisten einen wesentlichen Beitrag zum 
Frühwarnsystem der Haut. Sie exprimieren auf ihrer Zelloberfläche Toll-like Rezeptoren, die 
so genannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) erkennen können, zu denen 
unter anderem Lipopolysaccharid von gram-negativen Bakterien, Lipoteichonsäure von gram-
positiven Bakterien, bakterielles Flagellin, nicht methylierte CpG-Motive bakterieller DNA 
und virale doppelsträngige RNA gehören [24]. Neben der Synthese des reaktiven 
Stickstoffmonoxids NO, das eine starke antimikrobielle Aktivität besitzt, führt die 
Aktivierung der Toll-like Rezeptoren zu einer Freisetzung von pro-inflammatorischen 
Zytokinen und einer verstärkten Expression von β-Defensinen in Keratinozyten [25]. 
β-Defensine sind kleine kationische antimikrobiell wirkende Peptide, die durch Porenbildung 
in den Membranen eine Vielzahl von Bakterien abtöten können [26]. Keratinozyten 
exprimieren nach Aktivierung eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren, Interleukinen und 
Chemokinen, die von keiner anderen Körperzelle, mit Ausnahme der Makrophagen, 
übertroffen wird [27]. Eine zentrale Rolle für die lokale und systemische Entzündung spielt 
dabei das bereits in ruhenden Keratinozyten produzierte, aber erst nach Aktivierung 
freigesetzte pro-inflammatorische Zytokin Interleukin-1α (IL-1α). Durch auto- und parakrine 
Wirkung auf die Keratinozyten führt IL-1α zur Synthese und Ausschüttung von Interleukin-6 
Einleitung   
 
7
(IL-6), Interleukin-8 (IL-8) und granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF), die durch die Freisetzung von Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) noch verstärkt werden 
kann. Neben Interleukin-4 (IL-4), Interleukin-5 (IL-5) und Interleukin-13 (IL-13) schütten 
Mastzellen ebenfalls die Zytokine IL-6, IL-1β, TNFα und GM-CSF nach Aktivierung ihrer 
Toll-like Rezeptoren aus [28].  Gelangen größere Mengen von IL-1α, IL-6 und TNFα in die 
Blutzirkulation kommt es zu systemischen Effekten wie zum Beispiel Fieber und der 
Produktion von Akutphase-Proteinen. IL-8 löst die Chemotaxis von Neutrophilen aus, die 
neben den resident in der Haut vorhandenen Makrophagen einen zweiten phagozytierenden 
Zelltyp darstellen [29]. Nach erfolgter Antigenaufnahme führt TNFα im Zusammenspiel mit 
IL-1α und GM-CSF zu einer Migration von dermalen dendritischen Zellen und epidermalen 
Langerhans-Zellen in die regionalen Lymphknoten der Haut. Infolge des kontinuierlichen 
Zirkulierens naїver T-Zellen haben die antigenpräsentierenden Zellen im Lymphknoten die 
beste Chance auf T-Zellen mit dem passenden Rezeptor zu treffen. Nach Erkennen eines 
spezifischen Antigens erfolgt die klonale Expansion in Helfer-T-Zellen und Gedächtnis-T-
Zellen, die alle einen speziellen E-Selektin erkennenden Homing-Rezeptor, das cutaneous 
lymphocyte antigen (CLA), exprimieren. Die Aktivierung des Endothels erfolgt durch die 
Expression der endothelialen Adhäsionsmoleküle E-Selektin, P-Selektin, ICAM-1 
(intercellular adhesion molecule-1) und VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule 1) [30]. 
Deren Expression wird durch den Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor-κB) gesteuert, 
der über die Toll-like Rezeptoren und die Zytokine IL-1 und TNFα aktiviert wird.  Die 
Histaminfreisetzung aus Mastzellen, die eine Vasodilatation mit gesteigerter 
Gefäßpermeabilität bewirkt, führt zusammen mit den freigesetzten Chemokinen und dem 
aktivierten Endothel zu einer verstärkten Infiltration von Neutrophilen, Eosinophilen, 
Makrophagen und T-Zellen in die Haut [31]. Dieser Prozess führt zu den Symptomen einer 
klassischen Entzündung: Fieber, Schmerz, Rötung und Schwellung. 
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1.4 Entzündliche Hauterkrankungen 
1.4.1 Atopische Dermatitis 
Die atopische Dermatitis ist eine chronisch entzündliche Hauterkrankung, die meist im 
Säuglingsalter mit dem so genannten Milchschorf (festsitzende gelblich-weiße Krusten) an 
der Kopfhaut und im Gesicht beginnt und bis in das Erwachsenenalter in Form von stark 
juckenden Beugeekzemen in den Ellenbeugen, Kniekehlen und Handgelenken persistieren 
kann. In den westlichen Industrieländern sind bereits etwa 10% der Kinder und 3% der 
Erwachsenen mit steigender Inzidenz von dieser Krankheit betroffen [32]. Die extrinsische 
Form der Atopischen Dermatitis geht mit einer Sensibilisierung auf Aero- und 
Nahrungsmittelallergene einher und zeichnet sich daher vor allem durch erhöhte Serum-
Immunglobulin E (IgE)-Werte aus [33]. In der Sensibilisierungsphase werden Allergene 
zunächst von Langerhans-Zellen aufgenommen und nach Antigenprozessierung und 
Migration in die Lymphknoten von gegen diese an sich harmlosen Umweltantigene 
gerichteten T-Zellen erkannt. Genetische Faktoren tragen zu einem bevorzugten priming von 
TH2-Zellen bei, die über die Freisetzung von IL-4 B-Lymphozyten zu einer starken 
Produktion von IgE anregen. Das normalerweise sehr kurzlebige IgE bindet in der Haut an die 
hochaffinen IgE-Rezeptoren (FcεRI) der Mastzellen und Langerhans-Zellen und wird so 
stabilisiert. Gelangen Allergene erneut durch die gestörte Hautbarriere der Atopischen 
Dermatitis Patienten in die Epidermis werden sie von den IgE-Rezeptor tragenden 
Langerhans-Zellen erkannt und es erfolgt eine erneute starke Aktivierung der durch die Haut 
rezirkulierenden antigenspezifischen TH2-Gedächtnis-Zellen. Die Quervernetzung von FcεRI-
gebundenen IgE durch Antigen führt zu einer Aktivierung und Degranulation der Mastzellen. 
Die Ausschüttung von Histamin ist dabei hauptverantwortlich für die Auslösung des oft sehr 
quälenden Juckreizes. Die Freisetzung von IL-4 aus den Mastzellen zusammen mit IL-10 aus 
den Langerhans-Zellen und TSLP (thymic stromal lymphopoietin) aus aktivierten 
Keratinozyten (Abb. 4) unterstützt die Differenzierung von TH2- Zellen, die ihrerseits die 
Zytokine IL-4, IL-13 und IL-5 freisetzen [34]. IL-5 ist verantwortlich für die im Blut 
messbare Eosinophilie und Einwanderung von Eosinophilen in die Haut. Nach circa 48-72 
Stunden kommt es zu einer Umwandlung der initialen TH2-Immunantwort in eine 
Immunantwort vom TH1-Typ, bei der Interferon-γ (IFNγ)-produzierende T-Zellen dominieren 
[35]. Man vermutet, dass dieser Wechsel durch die IL-12 Produktion eingewanderter 
Eosinophile und inflammatorischer dendritischer epidermaler Zellen (IDEC) gefördert wird. 
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Bei der Atopischen Dermatits handelt es sich somit um eine biphasische entzündliche 
Erkrankung, bei der zunächst eine TH2- und im weiteren Verlauf eine TH1-dominierte 
Immunantwort vorherrscht, die sich an der Haut typischerweise als Ekzem manifestiert.  
 
 
Abb. 4: Immunologische Signalwege der Atopischen Dermatitis 
Nach Leung et al. [34], Erläuterungen im vorangegangenen Text. Die Abkürzungen bedeuten: LZ (Langerhans-
Zelle), MZ (Mastzelle), Mφ (Makrophage), IDEC (inflammatory dendritic epidermal cell), TH (T-Helfer-Zelle), 
CLA+ (cutaneous lymphocyte antigen), TSLP (thymic stromal lymphopoietin), IgE (Immunglobulin E) und IL 
(Interleukin). 
1.4.2 Allergische Kontaktdermatitis 
Die allergische Kontaktdermatitis wird als eine verzögerte Immunreaktion vom Typ IV 
klassifiziert, da es erst 48-72 Stunden nach Allergenkontakt zu einer maximalen Ausprägung 
der Ekzemreaktion kommt. Bei den meisten Kontaktallergenen handelt es sich um 
elektrophile niedermolekulare Haptene, die aufgrund ihrer geringen Größe leicht in die 
Epidermis eindringen können. Erst nach kovalenter Bindung an körpereigene Proteine stellen 
Haptene ein immunogenes Vollantigen dar, das von Langerhans Zellen aufgenommen werden 
kann [36]. In der klinisch stumm verlaufenden Sensibilisierungsphase binden naїve T-Zellen 
im Lymphknoten an die von den Langerhans-Zellen präsentierten Antigene und es kommt zu 
einer Ausbildung von CLA+ TH1-Gedächtnis-Zellen. Bei Reexposition mit demselben 
Kontaktallergen erfolgt nach erneuter Antigenpräsentation durch Langerhans-Zellen eine 
10  Einleitung 
 
rasche klonale Expansion von TH1-Gedächtnis-Zellen in der Haut. Die verstärkte Sekretion 
von IFNγ aus TH1-Zellen bewirkt neben der Freisetzung von Entzündungsmediatoren und 
einer Aktivierung von Makrophagen eine verstärkte Expression von Fas-Rezeptoren auf 
Keratinozyten [37]. Die von den T-Zellen über Fas-Liganden vermittelte Apoptose von 
Keratinozyten führt häufig zu einer für akute ekzematöse Hauterkrankungen 
charakteristischen Spongiose (interzelluläres Ödem der Epidermis mit Erweiterung des 
Interzellularraums). Als Berufsdermatose besitzt die allergische Kontaktdermatitis eine hohe 
sozioökonomische Bedeutung und verursacht erhebliche Kosten von 3 Milliarden Euro pro 
Jahr. 
1.4.3 Psoriasis 
Die Psoriasis ist eine genetisch determinierte, durch schuppende Herde gekennzeichnete 
chronisch entzündliche Hauterkrankung, die auf einer persistierenden TH1-Antwort und 
epidermaler Hyperproliferation basiert [38]. In Deutschland sind über zwei Millionen 
Patienten an der Psoriasis erkrankt und sie stellt daher mit einer Prävalenz von 2-3% eine der 
häufigsten Erkrankungen der Haut dar. Die Aktivierung von Langerhans-Zellen und dermalen 
dendritischen Zellen ist wahrscheinlich auf ein kutanes Autoantigen zurückzuführen, das bis 
jetzt noch nicht identifiziert werden konnte. Die Freisetzung von IL-23  aus den dendritischen 
Zellen führt zu einer klonalen Expansion von TH1-Gedächtnis-Zellen und der Sekretion von 
IFNγ [39]. In psoriatischen Plaques konnte neben einer IFNγ induzierten konstitutiven STAT1 
(signal transducer and activator of transcription 1) Phosphorylierung eine starke NF-κB 
Aktivierung durch erhöhte TNFα-Spiegel nachgewiesen werden. Da viele entzündungs-
relevante Gene kombinierte STAT1/NF-κB Bindungselemente in ihrem Promotor besitzen, 
könnte dies unter anderem die sehr starke Expression des Neutrophile anlockenden 
Chemokins IL-8 erklären [40]. Für die epidermale Hyperproliferation gibt es ebenfalls noch 
keine gesicherte Erklärung. Da neben TH1-Zellen auch vermehrt CD8+ T-Zellen in 
psoriatischen Plaques gefunden werden, geht eine Hypothese davon aus, dass die 
einwandernden CD8+ T-Zellen die Keratinozyten sublethal schädigen und so eine Art 
Wundheilungsprozess in Gang setzen [41]. Die Hyperproliferation der Keratinozyten geht mit 
einer Differenzierungsstörung einher, die sich in einem Fehlen des Stratum granulosum, 
kernhaltigen Hornzellen und einer mangelhaften Kittsubstanz zwischen den Hornzellen 
äußert. Dauert ein vollständiger Differenzierungsprozess von der basalen Keratinozytenzelle 
bis zur Hornzelle normalerweise 28 Tage, ist dieser Prozess jetzt auf vier Tage verkürzt.  
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1.5 Die Familie der IL-6-Typ Zytokine und ihre Rezeptoren 
Die Familie der IL-6-Typ Zytokine besteht aus insgesamt neun Mitgliedern: IL-6, IL-11, 
IL-27, LIF (leukemia inhibitory factor), CT-1 (Cardiotrophin-1), CNTF (ciliary neurotrophic 
factor), NP (Neuropoietin), CLC (cardiotrophin-like cytokine) und OSM (Oncostatin M) [42-
44]. Charakterisiert wird diese Familie durch die gemeinsame Benutzung der 
Rezeptoruntereinheit gp130 (Abb. 5) und die dreidimensionale Vier-Helix-Bündel Struktur 
ihrer Zytokine [45]. Sie bildet eine Subfamilie der Klasse I Zytokinrezeptoren, das heißt die 
Rezeptoren tragen mindestens ein Zytokin-bindendes Modul (ZBM) in ihrer extrazellulären 
Domäne. Das ZBM besteht aus zwei Fibronektin-Typ-III-ähnlichen Domänen, von denen die 
N-terminale Domäne vier konservierte Cysteine und die C-terminale Domäne ein WSXWS-
Motiv enthält [46].  
 
 
 
Abb. 5: Rezeptorkomplexe der IL-6-Typ Zytokine 
Alle IL-6-Typ Zytokine verwenden die Rezeptoruntereinheit gp130, wobei entweder eine Homodimerisierung 
zweier gp130-Moleküle oder eine Heterodimerisierung von gp130 mit dem LIF-Rezeptor, OSM-Rezeptor oder 
WSX-1 induziert wird. IL-6, IL-11, CT-1, CNTF, NP und CLC benötigen für die Liganden-Bindung einen 
spezifischen α-Rezeptor. Für IL-6 und IL-11 werden zur Zeit hexamere Komplexe diskutiert. 
 
 
 
Da die Rezeptoren keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität besitzen, rekrutieren Klasse I 
Zytokinrezeptoren für die Signaltransduktion Tyrosinkinasen der Janus-Kinase (Jak) Familie. 
Nach Bindung des Zytokins erfolgt die Aktivierung und Phosphorylierung der Rezeptor-
assoziierten Janus-Kinasen. Die Janus-Kinasen, phosphorylieren ihrerseits Tyrosinreste in der 
zytoplasmatischen Region der Rezeptoren, die als Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren 
der STAT (signal transducer and activator of transcription)-Familie dienen. Nach 
Phosphorylierung durch die Janus-Kinasen bilden die STATs Homo- oder Heterodimere und 
translozieren zur Einleitung der Transkription in den Zellkern. Während gp130 ubiquitär 
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exprimiert wird, ist die Expression der anderen Rezeptoruntereinheiten auf bestimmte 
Zelltypen beschränkt und ermöglicht so eine zellspezifische Signaltransduktion.  
1.5.1 Das Zytokin Interleukin-6 
Interleukin-6 (IL-6) umfasst ein sehr vielfältiges Wirkungsspektrum, da es in zahlreichen 
biologischen Vorgängen wie zum Beispiel der Hämatopoese, der Immunabwehr, 
Entzündungen, Wundheilung, Knochenmetabolismus und Onkogenese involviert ist. Nach 
Infektionen und Verletzungen wird das 26 kDa große Zytokin vor allem von Monozyten und 
Makrophagen, Kupffer-Zellen, T-Zellen, B-Zellen, Mastzellen, Neutrophilen, Fibroblasten, 
Keratinozyten, Endothelzellen, vaskulären glatten Muskelzellen und Osteoblasten sezerniert 
[47]. Die Synthese von IL-6 erfolgt häufig nach Stimulation mit den pro-inflammatorischen 
Zytokinen IL-1 und TNFα. Entdeckt wurde IL-6 als Auslöser der Akutphase-Proteinsynthese 
in der Leber [162, 48]. Zu den inflammatorisch wirksamen Akutphase-Proteinen gehören 
unter anderem Serum Amyloid A, C-reaktives Protein, Haptoglobin, α1-Antichymotrypsin 
und α1-Antitrypsin. Etwa zur gleichen Zeit wurde IL-6 als ein B-Zell-stimulierender Faktor 
beschrieben, der die Produktion von Immunglobulinen der Klasse IgM, IgG und IgA anregt 
[49]. IL-6 wirkt als Differenzierungsfaktor für neuronale Zellen, hämatopoetische 
Vorläuferzellen und Megakaryozyten [50, 51] und unterstützt die Differenzierung von 
T-Zellen zu zytotoxischen T-Zellen [52] sowie von Monozyten zu Makrophagen [53]. 
Weiterhin fördert IL-6 die Proliferation von T-Zellen, hämatopoetischen Vorläuferzellen [54], 
glatter Gefäßmuskulatur und Keratinozyten [55]. Das zentrale Nervensystem wird über die 
IL-6 induzierte Produktion von adrenokortikotropen Hormonen beeinflusst und durch die 
Induktion von Prostaglandin E2 kann IL-6 Fieber auslösen. Pathophysiologisch führen erhöhte 
IL-6 Spiegel bei Knochenerkrankungen wie der Osteoporose zu einer reduzierten 
Knochendichte, da IL-6 die Osteoklastenbildung stimuliert [56]. Akut-entzündliche 
Erkrankungen und Autoimmunkrankheiten wie zum Beispiel Psoriasis [57], rheumatoide 
Arthritis [58] und mesangiale proliferative Glomerulonephritis [59] weisen ebenfalls erhöhte 
IL-6 Spiegel auf. Bei der Onkogenese zeichnet sich IL-6 für das verstärkte Auftreten von 
Kaposi-Sarkomen bei HIV-Infektionen und der Ausbildung von B-Zell Neoplasien wie zum 
Beispiel das Multiple Myelom verantwortlich [60]. 
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1.5.2 Die IL-6 Signaltransduktion 
Der erste Schritt in der IL-6 Signaltransduktion ist die Liganden-induzierte Ausbildung eines 
hexameren Komplexes (Abb. 6), bestehend aus zwei gp130 Rezeptoruntereinheiten, zwei 
IL-6 α-Rezeptoren und zwei IL-6 Liganden [61]. Neben der membranständigen Form des 
α-Rezeptors existiert auch eine lösliche Form, die entweder durch alternatives Spleißen [62] 
oder limitierte Proteolyse (shedding) [63] entstehen kann. Die lösliche Form des Rezeptors 
wirkt dabei agonistisch verstärkend auf die Signaltransduktion. Die Janus-Kinasen Jak1, Jak2 
und Tyk2 können über die membranproximale Box1/Box2-Region konstitutiv mit gp130 
assoziieren [64-66]. Die prolinreiche Box1-Region enthält das konservierte Prolin-X-X-
Prolin-X-Prolin Motiv, während die Box2-Region durch eine Ansammlung von hydrophoben, 
gefolgt von positiv geladenen Aminosäuren gekennzeichnet ist. Für die IL-6 Signal-
transduktion spielt vor allem Jak1 eine essentielle Rolle [163]. Die räumliche Nähe der Janus-
Kinasen nach Liganden-induzierter Rezeptordimerisierung führt zu ihrer Aktivierung durch 
Autophosphorylierung. Die aktivierten Janus-Kinasen phosphorylieren dann ihrerseits 
membrandistale Tyrosinreste im gp130, die als Bindungsstellen für Proteine mit SH2-
Domänen fungieren. Die Phosphotyrosine Y767, Y814, Y905 und Y915 binden STAT3, während 
STAT1 nur von den äußerst distal gelegenen Phosphotyrosinen Y905 und Y915 rekrutiert 
werden kann [67, 68]. Nach Bindung an die Phosphotyrosine des Rezeptors werden die 
STAT-Faktoren selber an einem für die Dimerisierung wichtigen Tyrosinrest phosphoryliert 
und translozieren anschließend als Homo- oder Heterodimere in den Zellkern. Die 
Genexpression kann aber nicht nur durch den Jak/STAT-Signalweg, sondern auch über den 
mitogen activated protein kinase (MAPK)-Signalweg beeinflusst werden. Die Initiierung des 
MAPK-Signalwegs erfolgt über die Bindung der SH2-Domänen enthaltenden 
Tyrosinphosphatase SHP2 an das Phosphotyrosin Y759 [67]. Stimulationsabhängig wird SHP2 
selbst tyrosinphosphoryliert und rekrutiert den im Zytoplasma konstitutiv assoziiert 
vorliegenden Grb2 (growth factor receptor bound protein-2)/Sos (son of sevenless) Komplex 
an die Zellmembran [69, 70]. Als Nukleotid-Austauschfaktor bewirkt Sos den Austausch der 
inaktiven GDP–gebundenen Form von Ras in die aktive GTP-gebundene Form. Aktiviertes 
Ras assoziiert seinerseits mit der Serin-/Threoninkinase Raf-1, die eine übergeordnete Kinase 
für die dualspezifische Kinase MEK-1 darstellt [71]. Anschließend aktiviert MEK-1 die 
MAP-Kinasen Erk1/2 über eine Tyrosin/Threoninphosphorylierung und es folgt die 
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel der ETS-Familie [72]. Um eine 
unkontrollierte Aktivierung des Jak/STAT Signalwegs zu vermeiden, existieren in der Zelle 
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mehrere negativ regulatorische Mechanismen. Die Janus-Kinasen werden durch die 
Feedback-Inhibitoren der suppressor of cytokine signalling (SOCS)-Familie inaktiviert [73-
75]. Während SOCS1 vermutlich direkt an die Janus-Kinasen bindet, ist für die inhibitorische 
Wirkung von SOCS3 eine Bindung an das Phosphotyrosin Y759 von gp130 erforderlich [76, 
77]. Die Inhibition der phosphorylierten STAT-Faktoren erfolgt über eine Interaktion mit so 
genannten protein inhibitors of activated STATs (PIAS)-Proteinen, die die Bindung an die 
DNA verhindern [78, 79]. Die Phosphatase-Funktion von SHP2 trägt ebenfalls zu der 
negativen Regulation des IL-6 Signalwegs bei [80, 81]. 
 
 
 
 
Abb. 6: Die IL-6 Signaltransduktion 
Die Liganden-induzierte Ausbildung des hexameren Komplexes führt zu der Aktivierung des Jak/STAT-
Signaltransduktionswegs und der Ras/Raf/MAPK-Kaskade. Die Einleitung des MAPK-Signalwegs erfolgt über 
die Rekrutierung der Tyrosinphosphatase SHP2 an den Rezeptor.  
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1.5.3  Das Zytokin Oncostatin M 
Oncostatin M (OSM) wurde ursprünglich als ein Faktor beschrieben, der die Proliferation von 
A375 Melanomzellen hemmt [82]. Die Wachstums-inhibierende Wirkung von OSM auf  
Melanomzellen, Lungenkrebszellen, Brustkrebszellen und Gliomazellen wird von keinem 
anderen Mitglied der IL-6-Typ Familie übertroffen [83-85]. Das 28 kDa große Zytokin wird 
vor allem von aktivierten T-Zellen, Makrophagen und Neutrophilen sezerniert [86, 87]. OSM 
kann wie IL-6 die Akutphase-Proteinsynthese in der Leber stimulieren [88]. In der Haut 
besitzt OSM entzündungsregulierende Funktionen, da es die Leukozytenadhäsion durch eine 
verlängerte Expression der P- und E-Selektine und der Induktion von ICAM-1 und VCAM-1 
verstärkt [89]. Die OSM-induzierte Expression der monocyte chemoattractant proteins MCP-
1 – 3 fördert vor allem die Einwanderung von Monozyten in die Haut. Neben den Monozyten 
stellen aber auch CD4+ und CD8+ T-Zellen sowie basophile Zellen Zielzellen dieser 
Chemokine dar. Die OSM-vermittelte Aktivierung der MAP-Kinasen stimuliert die 
Proliferation von dermalen Fibroblasten [90]. Weiterhin ist OSM an dem Umbau 
extrazellulärer Matrix durch die Beeinflussung der Genexpression verschiedener Matrix-
Metalloproteinasen und tissue inhibitor of metallo-proteinases (TIMP)-Proteine beteiligt [91, 
92]. Neben dem Prozess der Angiogenese wird auch die Proliferaton und Differenzierung von 
zum Beispiel hämatopoetischen Stammzellen, Endothelzellen, Fibroblasten und Osteoblasten 
unterstützt. Pathologisch werden erhöhte OSM-Spiegel in Psoriasisläsionen und in der 
Synovialflüssigkeit von Patienten mit rheumatoider Arthritis gefunden [93]. OSM ist das 
einzige Zytokin der IL-6-Familie das über zwei Rezeptorkomplexe signalisieren kann. So 
kann es über einen heterodimeren Komplex aus dem LIFR und gp130 signalisieren (Typ I) 
[94] oder auch über seinen spezifischen OSMR zusammen mit gp130 (Typ II, Abb.7) [95]. 
OSM induziert die Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges und auch der Ras/Raf/MAPK-
Kaskade. Während gp130 die Janus-Kinasen Jak1, Jak2 und Tyk2 binden kann, wurde für den 
OSMR bislang nur die Assoziation von Jak1 und Jak2 beschrieben [96]. Der OSMR kann 
neben den STAT-Faktoren STAT1 und STAT3 [96, 97] zusätzlich auch noch STAT5 binden. 
Im Unterschied zu gp130 wird die Ras/Raf/MAPK-Kaskade im OSMR nicht über die 
Tyrosinphosphatase SHP2, sondern durch das Adaptorprotein Shc initiiert [98]. Neben der 
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/ERK2 konnte auch eine Aktivierung der c-jun 
N-terminalen Kinase (JNK) [88] und p38 nachgewiesen werden [99]. Eine Aktivierung des 
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalweges wurde ebenfalls beschrieben [100]. 
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Abb. 7: Der OSMR/gp130-Rezeptorkomplex 
Nach OSM-induzierter Rezeptordimerisierung tragen beide Rezeptorketten zur Aktivierung des Jak/STAT-
Signaltransduktionswegs und der Ras/Raf/MAPK-Kaskade bei. Die Ras/Raf/MAPK-Kaskade wird an der 
Rezeptoruntereinheit gp130 über SHP2 und am OSM-Rezeptor über die Rekrutierung des Adaptorproteins Shc 
ausgelöst. Die wichtigsten Tyrosinmotive und Rekrutierungsstellen für die Janus-Kinasen, STAT-Faktoren, 
SOCS3, SHP2 und Shc sind für gp130 und den OSM-Rezeptor eingezeichnet.  
1.6 Interleukin-31 ist den IL-6-Typ Zytokinen verwandt 
Interleukin-31 (IL-31) ist ein erst kürzlich entdecktes 4-Helix-Bündel Zytokin das sich keiner 
Zytokinfamilie direkt zuordnen lässt, aber in enger Verwandtschaft zu den IL-6-Typ 
Zytokinen steht [101]. Sezerniert wird es hauptsächlich von aktivierten humanen CD4+ 
T-Zellen, aber auch in geringerem Ausmaße von zytotoxischen CD8+ T-Zellen. Für das 
murine System wurde gezeigt, dass TH2-Zellen im Vergleich zu TH1-Zellen deutlich mehr 
IL-31 produzieren. Im Gegensatz zu den IL-6-Typ Zytokinen signalisiert IL-31 nicht über die 
die IL-6-Typ Zytokinfamilie charakterisierende Rezeptoruntereinheit gp130, sondern über 
einen dem gp130 eng verwandten Rezeptor, den IL-31R. Die Gene beider Rezeptoren sind 
wahrscheinlich aus einer Genduplikation hervorgegangen, da sie nur etwa 24 kb voneinander 
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getrennt auf Chromosom 5q11 liegen. Daher wurde vor der Entdeckung seines Liganden der 
IL-31R aufgrund der 28%-igen Sequenzhomologie zu gp130 auch als gp130-like monocyte 
receptor (GLMR) [102] oder kürzer gp130-like receptor (GPL) [103] bezeichnet. Neben der 
stark ausgeprägten Expression auf Monozyten wird der Rezeptor vor allem in Prostata-, 
Testis-, Thymus-, Knochenmark-, Lunge- und Hautgewebe exprimiert. Als zweiten 
signaltransduzierenden Rezeptor nutzt IL-31 den OSMR, der bislang nur als Rezeptor für 
OSM beschrieben wurde (Abb. 8). Die IL-31-vermittelte Signaltransduktion ist bisher nur in 
Ansätzen untersucht. Prä-B-Zellen (BaF3) zeigen nach Transfektion des IL-31 Rezeptor-
komplexes eine IL-31-abhängige Aktivierung von STAT1, STAT3 und STAT5. In 
Keratinozyten induziert IL-31 die Expression verschiedener Chemokine unter anderem auch 
TARC/CCL17 (thymus and activation-regulated chemokine) und MDC/CCL22 (macrophage- 
derived chemokine), die bei der atopischen Dermatitis die Einwanderung von CLA+ CCR4+ 
Gedächtnis-TH2-Zellen fördern [104]. Transgene Mäuse, die IL-31 entweder Lymphozyten-
spezifisch (Eµ-Lck-Promotor getrieben) oder ubiquitär (Elongationsfaktor 1α-Promotor 
getrieben) exprimieren, zeigen nach 4-8 Wochen einen ausgeprägten Hautphänotyp mit 
mildem bis schwerem Haarausfall.  Die Serumkonzentration von IL-31 schwankt abhängig 
vom Promotor zwischen 0,3-43 ng/ml. Da die Haut der Tiere sehr pruriginös ist, entstehen 
durch das massive Kratzverhalten zum Teil schwere Hautläsionen. Mikroskopische Analysen 
dieser Hautläsionen zeigen Veränderungen wie sie für eine atopische Dermatitis typisch sind: 
Hyperkeratose (Verdickung der Hornschicht), Akanthose (Verbreiterung der Epidermis), 
Einwanderung inflammatorischer Zellen und ein verstärktes Auftreten von Mastzellen. 
 
 
Abb. 8: Der IL-31 Rezeptorkomplex  
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1.7 Ziel der Arbeit 
Die Haut bildet in biochemischer und immunologischer Hinsicht eine schützende Barriere 
zwischen Körper und Umwelt. Wird dieses empfindliche Gleichgewicht der Hautbarriere 
gestört, können einerseits Xenobiotika eine Bedrohung für den Organismus darstellen und 
andererseits überschießende Immunreaktionen zur Entstehung von entzündlichen 
Hauterkrankungen beitragen. 
 
 Im ersten Teil dieser Arbeit sollte die Bedeutung von IL-6 und OSM für die 
Aufrechterhaltung der biochemischen Barriere untersucht werden. Im Mittelpunkt stand dabei 
die Aufklärung der IL-6- bzw. OSM-abhängigen Regulationsmechanismen, die an der 
Expression der MRP-Transportproteine in Keratinozyten und dermalen Fibroblasten beteiligt 
sind. Eine verstärkte Expression von IL-6-Typ Zytokinen in entzündlichen Hauterkrankungen 
wurde bereits beschrieben. In Hauterkrankungen wie der Psoriasis sollte daher eine 
Korrelation zwischen der gesteigerten Expression von IL-6 und der Expression der MRP-
Transportproteine in vivo festgestellt werden. 
 
Im zweiten Teil der Arbeit stand die Charakterisierung der immunologischen Barrierefunktion 
der Haut und ihre Dysregulation im Vordergrund. Das erst kürzlich beschriebene Zytokin 
IL-31 verursacht in transgenen Mäusen einen auffälligen Haut-Phänotyp ähnlich einer 
atopischen Dermatitis. Die Signaltransduktion des IL-31R sollte mit Hilfe des chimären IL-5 
Rezeptorsystems charakterisiert und die Expression von IL-31  in Hautproben von Patienten 
mit atopischer Dermatits, Psoriasis und Kontaktekzem untersucht werden.   
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Chemikalien und Puffer 
Die verwendeten Chemikalien wurden in der Regel in pro analysis Qualität eingesetzt und 
von den Firmen wie angegeben bezogen. Alle Puffer wurden in wässriger Lösung (Qualität: 
Millipore) angesetzt. Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer ist in der Methoden-
beschreibung angegeben. 
2.1.2 Zytokine und Rezeptoren 
IL-6 Rekombinantes humanes IL-6 wurde nach der Methode von Arcone et al. 
hergestellt [155] und freundlicherweise von A. Küster (Institut für Biochemie, 
RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt. Die spezifische Aktivität betrug 2 x 106 
BSF-2 (B-cell stimulatory factor-2) U/mg Protein. 
sIL-6R Die lösliche Form des IL-6R wurde rekombinant mit dem Baculovirus-
Expressionssystem hergestellt [156] und freundlicherweise von A. Küster und W. 
Frisch (Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur Verfügung gestellt. 
IL-5 Rekombinantes humanes IL-5 wurde von der Firma Cell Concepts (Umkirch) 
bezogen. 
OSM Rekombinantes humanes OSM wurde von der Firma Cell Concepts (Umkirch) 
bezogen. 
IL-1β Rekombinantes humanes IL-1β wurde von der Firma Roche (Mannheim) bezogen. 
TGFβ Rekombinantes humanes TGFβ wurde von der Firma Roche (Mannheim) bezogen. 
TNFα Rekombinantes humanes TNFα wurde von der Firma Roche (Mannheim) 
bezogen. 
 
2.1.3 Antikörper 
Antikörper gerichtet gegen Eigenschaft hergestellt in bezogen von Verwendung 
HRP-konjugiert 
anti-Maus 
konstanten Bereich 
von Maus-Ig 
polyklonal Kaninchen Dako  
(Hamburg) 
WB 
HRP-konjugiert 
anti-Kaninchen 
konstanten Bereich 
von Kaninchen-Ig 
polyklonal Ziege Dako  
(Hamburg) 
WB 
HRP-konjugiert 
anti-Ziege 
konstanten Bereich 
von Ziege-Ig 
polyklonal Kaninchen Dako  
(Hamburg) 
WB 
PE-konjugiert 
anti-Maus 
konstanten Bereich 
von Maus-Ig 
(Fab’)2 
Fragment 
Ziege Dianova 
(Hamburg) 
FACS 
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Antikörper gerichtet gegen Eigenschaft hergestellt in bezogen von Verwendung 
IL-5Rα extrazellulären Be-
reich der α-Kette 
des IL-5R 
monoklonal Maus J.Tavernier  
(Gent, Belgien) 
FACS 
IL-5Rβ (S-16) extrazellulären 
Bereich der ge-
meinsamen signal-
transduzierenden 
Rezeptorunter- 
einheit von          
IL-3/IL-5/GM-CSF 
monoklonal Maus Santa Cruz 
(Heidelberg) 
FACS, IP 
IL-5Rβ (N-20) extrazellulären 
Bereich der ge-
meinsamen  signal-
transduzierenden 
Rezeptorunter- 
einheit von          
IL-3/IL-5/GM-CSF 
polyklonal Kaninchen Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
pY99 phosphorylierte 
Tyrosinreste 
monoklonal Maus Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
Jak1-HR785 C-Terminus polyklonal Kaninchen Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB, IP 
STAT3-pY Phosphotyrosin 705 polyklonal Kaninchen Cell Signaling 
(Frankfurt) 
WB 
STAT3 N-Terminus monoklonal Maus Transduction 
Laboratories 
(Lexington, USA) 
WB 
STAT1-pY Phosphotyrosin 701 polyklonal Kaninchen Cell Signaling  
(Frankfurt) 
WB 
STAT1-E23 C-Terminus polyklonal Kaninchen Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
pERK1/2 Phosphothreonin 
202 und Phospho- 
tyrosin 204 
polyklonal Kaninchen Cell Signaling 
(Frankfurt) 
WB 
ERK1/2 keine Angabe polyklonal Kaninchen Cell Signaling 
(Frankfurt) 
WB 
SHP-2 (C-18) C-Terminus von  
SHP-2 
polyklonal Kaninchen Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
Shc C-terminale SH2-
Domäne 
polyklonal Kaninchen Transduction 
Laboratories 
(Lexington, USA) 
WB 
STAT5-pY Phosphotyrosin 694 polyklonal Kaninchen Cell Signaling 
(Frankfurt) 
WB 
STAT5B (C-17) C-Terminus polyklonal Kaninchen Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
Akt-pS Phosphoserin 473 polyklonal Kaninchen Cell Signaling 
(Frankfurt) 
WB 
Akt1/2 (N-19) N-Terminus polyklonal Ziege Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
p-p38 doppelt phosphory-
lierte Form von p38 
(pTGpY) 
polyklonal Kaninchen Promega 
(Mannheim) 
WB 
p38 (C-20) C-Terminus polyklonal Kaninchen Santa Cruz 
(Heidelberg) 
WB 
MRP-1 keine Angabe monoklonal Ratte IQProducts 
(Groningen, 
Niederlande) 
IHC 
FITC-
konjugiert anti-
Ratte 
konstanten Bereich 
von Ratte-Ig 
polyklonal Kaninchen Dako 
(Hamburg) 
IHC 
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2.1.4 Plasmide 
Vektor Charakteristika bezogen von 
1) pCAGGS Eukaryontischer Expressionsvektor, AmpR, NeoR, 
TetR 
Pharmacia 
(Freiburg) 
2) pCAGGS-IL-5Rα/IL-31R pCAGGS Expressionsvektor enthält cDNA für 
einen chimären IL-5Rα/IL-31R Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rα ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
IL-31R fusioniert 
B. E. Lippok 
(Aachen) 
3) pCAGGS-IL-5Rβ/IL-31R pCAGGS Expressionsvektor enthält cDNA für 
einen chimären IL-5Rβ/IL-31R Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rβ ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
IL-31R fusioniert 
B. E. Lippok 
(Aachen) 
4) pCAGGS-IL-5Rα/OSMR∆1 pCAGGS Expressionsvektor enthält cDNA für 
einen chimären IL-5Rα/OSMR∆1 Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rα ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
OSMR fusioniert, dessen C-terminal von Leucin 
952 gelegenen Aminosäuren deletiert sind 
S. Radtke 
(Aachen) 
5) pCAGGS-IL-5Rα/LIFR pCAGGS Expressionsvektor enthält cDNA für 
einen chimären IL-5Rα/LIFR Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rα ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
LIFR fusioniert 
H. M. Hermanns 
H. Schmitz-Van 
de Leur  
(Aachen) 
6) pCAGGS-IL-5Rα/gp130 pCAGGS Expressionsvektor enthält cDNA für 
einen chimären IL-5Rα/gp130 Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rα ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
gp130 fusioniert 
H. Schmitz-Van 
de Leur 
(Aachen) 
7) pRK5-Jak1 pRK5 Expressionsvektor enthält cDNA für murines 
Jak1 (CMV-Promotor) 
I. Kerr 
(London, UK) 
8) pECE-STAT5B pECE Expressionsvektor enthält cDNA für den  
Transkriptionsfaktor STAT5B 
C. Gerhartz  
(Aachen) 
9) pSVL Eukaryontischer Expressionsvektor, PenR Pharmacia 
(Freiburg) 
10) pSVL-IL-5Rα/gp130 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 6) 
beschrieben 
I. Behrmann  
H. Schmitz-Van 
de Leur 
(Aachen) 
11) pSVL-IL-5Rβ/gp130 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA  für einen 
chimären IL-5Rβ/gp130 Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rβ ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
gp130 fusioniert 
I. Behrmann 
H. Schmitz-Van 
de Leur  
(Aachen) 
12) pSVL-IL-5Rα/gp130-B1/2 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA für einen 
chimären IL-5Rα/gp130 Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rα ist mit der 
Transmembran- und der verkürzten intrazellulären 
Region des gp130 fusioniert (Box1/Box2) 
C. Janzen 
(Aachen) 
13) pSVL-IL-5Rα/OSMR∆1 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 4) 
beschrieben 
S. Radtke 
(Aachen) 
14) pSVL-IL-5Rβ/OSMR∆1 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA für einen 
chimären IL-5Rβ/OSMR∆1 Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rβ ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
OSMR fusioniert, dessen C-terminal von Leucin 
952 gelegenen Aminosäuren deletiert sind 
S. Radtke 
(Aachen) 
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Vektor Charakteristika bezogen von 
15) pSVL-IL-5Rα/OSMR-B1/2 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA für einen 
chimären IL-5Rα/OSMR Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rα ist mit der 
Transmembran- und der verkürzten intrazellulären 
Region des OSMR fusioniert (Box1/Box2)  
S. Radtke 
(Aachen) 
16) pSVL-IL-5Rβ/OSMR-B1/2 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA für einen 
chimären IL-5Rβ/OSMR Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rβ ist mit der 
Transmembran- und der verkürzten intrazellulären 
Region des OSMR fusioniert (Box1/Box2) 
S. Radtke 
(Aachen) 
17) pSVL-IL-5Rα/IL-31R pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 2) 
beschrieben 
B. E. Lippok 
(Aachen) 
18) pSVL-IL-5Rβ/IL-31R pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 3) 
beschrieben 
B. E. Lippok 
(Aachen) 
19) pSVL-IL-5Rα/IL-31R-FYY pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 2) 
beschrieben; das Tyrosin 652 wurde gegen 
Phenylalanin ausgetauscht 
Eigene 
Herstellung 
20) pSVL-IL-5Rβ/IL-31R-FYY pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 3) 
beschrieben; das Tyrosin 652 wurde gegen 
Phenylalanin ausgetauscht 
Eigene 
Herstellung 
21) pSVL-IL-5Rα/IL-31R-YFY pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 2) 
beschrieben; das Tyrosin 683 wurde gegen 
Phenylalanin ausgetauscht 
Eigene 
Herstellung 
22) pSVL-IL-5Rβ/IL-31R-YFY pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 3) 
beschrieben; das Tyrosin 683 wurde gegen 
Phenylalanin ausgetauscht 
Eigene 
Herstellung 
23) pSVL-IL-5Rα/IL-31R-YYF pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 2) 
beschrieben; das Tyrosin 721 wurde gegen 
Phenylalanin ausgetauscht 
Eigene 
Herstellung 
24) pSVL-IL-5Rβ/IL-31R-YYF pSVL Expressionsvektor enthält cDNA wie unter 3) 
beschrieben; das Tyrosin 721 wurde gegen 
Phenylalanin ausgetauscht 
Eigene 
Herstellung 
25) pSVL-IL-5Rβ/IL-31R-B1 pSVL Expressionsvektor enthält cDNA  für einen 
chimären IL-5Rβ/IL-31R Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rβ ist mit der 
Transmembran- und der verkürzten intrazellulären 
Region des IL-31R fusioniert (Box1) 
B. E. Lippok 
(Aachen) 
26) pSVL-IL-5Rα/gp130YFFFFF pSVL Expressionsvektor enthält cDNA für einen 
chimären IL-5Rα/gp130 Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rα ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
gp130 fusioniert, dessen Tyrosine 759, 767, 814, 
905 und 915 durch Phenylalanine ausgetauscht sind 
M. Weißenbach  
(Aachen) 
27) pSVL-IL-5Rβ/gp130YFFFFF pSVL Expressionsvektor enthält cDNA für einen 
chimären IL-5Rβ/gp130 Rezeptor;  
der extrazelluläre Bereich des IL-5Rβ ist mit der 
Transmembran- und der intrazellulären Region des 
gp130 fusioniert, dessen Tyrosine 759, 767, 814, 
905 und 915 durch Phenylalanine ausgetauscht sind 
M. Weißenbach 
(Aachen) 
28) pCH110-βGal pCH110 Expressionsvektor enthält cDNA für das 
Enzym β-Galaktosidase 
Pharmacia 
(Freiburg) 
29) pGL3-α2M-Promotor-Luc pGL3 Expressionsvektor mit einem inserierten 
Luciferasegenkonstrukt, das eine STAT3-
responsive α2-Makroglobulin-Promotorregion aus 
der Ratte (-215 bist +8) enthält 
F. Schaper  
M. Eck 
(Aachen) 
30) SIE-tk-Luc Luciferasegenkonstrukt enthält zwei Kopien der 
optimierten STAT Bindungssequenz des c-Fos 
Promotors upstream von einem Thymidinkinase- 
Minimalpromotor 
H. Gascan  
(Angers, 
Frankreich) 
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Vektor Charakteristika bezogen von 
31) pGL3- IRF1-tk-Luc pGL3 Expressionsvektor mit einem inserierten 
Luciferasegenkonstrukt, das ein STAT1-responsives 
Element des IRF1-Promotors upstream von einem 
Thymidinkinase-Minimalpromotor enthält 
F. Schaper 
(Aachen) 
32) pGL3-Casein-tk-Luc pGL3 Expressionsvektor mit einem inserierten 
Luciferasegenkonstrukt das sechs hintereinander 
geschaltete STAT5 Bindungselemente des α-Casein 
Promotors upstream von einem Thymidinkinase-
Minimalpromotor enthält 
P. May  
(Aachen) 
33) CIS-Promotor-Luc Luciferasegenkonstrukt enthält vier STAT5- 
responsive mammary gland factor Boxen in einer 
insgesamt 540 Basen umfassenden Promotorregion 
des CIS-Gens 
A. Yoshimura 
(Fukuoka, Japan) 
 
2.1.5 Primer für Mutagenese-PCR 
Alle Primer wurden von der Firma Eurogentec (Lüttich, Belgien) bezogen. Die in der 
intrazellulären Region des IL-31R enthaltenen Tyrosinreste wurden mit Hilfe folgender 
Oligonukleotide gegen Phenylalanin ersetzt.  
 
IL-31R Y652→F for: 5’-GGG GAA AAG AAT GGG TTT GTG ACC TGC CCC TTC AGG-3’ 
IL-31R Y652→F rev: 5’-CCT GAA GGG GCA GGT CAC AAA CCC ATT CTT TTC CCC-3’ 
 
IL-31R Y683→F for: 5’-CCC AGA AAA TCC CAA TTC CTA CGT TCG AGG-3’ 
IL-31R Y683→F rev: 5’-CCT CGA ACG TAG GAA TTG GGA TTT TCT GGG-3’ 
 
IL-31R Y708→F for: 5’-GGA GCC CCA AAT CCA TTT TTG AAA AAT TCA GTG ACA GCC-3’ 
IL-31R Y708→F rev: 5’-GGC TGT CAC TGA ATT TTT CAA AAA TGG ATT TGG GGC TCC-3’ 
2.1.6 Primer für RT-PCR 
Alle Primer wurden von der Firma Eurogentec (Lüttich, Belgien) bezogen. 
 
MRP-1 for: 5’-TGG GAC TGG AAT GTC ACG-3’   
MRP-1 rev:  5’-AGG AAT ATG CCC CGA CTT C-3’ 
 
MRP-3 for:  5’-CAG TCA GCC GCT CAC CTA TC-3’    
MRP-3 rev:  5’-TCA TCC AGT TCA GAG CAA AT-3’ 
 
β-Aktin for: 5’-ACC  CAC ACT GTG CCC ATC TA-3’ 
β-Aktin rev: 5’-CGG AAC CGC TCA TTG CC-3’ 
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2.1.7 Primer und Sonden für Real-time PCR 
Assay-on-Demand Produkte mit validierten Primer/Sonden Sets wurden von der Firma 
Applied Biosystems (Darmstadt) erworben. Die in ihrer Sequenz angegebenen Primer und 
Sonden wurden von der Firma Eurogentec (Lüttich, Belgien) bezogen. Die Sonden waren am 
5’-Ende  mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM und am 3’-Ende mit dem Deep Dark Quencher I 
markiert.   
 
MRP-1  (Hs00219905)  MRP-3      (Hs00358656)  MRP-4 (Hs00195260)  
β-Aktin (Hs99999903)  18S rRNA (Hs99999901)  HPRT   (Hs99999909) 
OSM     (Hs00171165)            IL-13        (Hs00174379) 
 
MRP-5 for:  5’-GCC TGG GTC AAA GCA TTT TC-3’ 
MRP-5 rev:  5’-CTC TGG AAG TAC CCG GCT TTT-3’ 
MRP-5 Sonde: 5’-AGG AGG AGC GTC GGA TA-3’ 
 
IL-31 for:  5’-TGG ACC TCG CAC TAA AAT CAT TG-3’ 
IL-31 rev:  5’-CGA-AAG-GAA-GAG ATG GCC TTA A-3’ 
IL-31 Sonde:  5’-TCT GGA GCC CAA CAG GCC ACC A-3’ 
 
IL-4 for:  5’-CCA CGG ACA CAA GTG CGA TA-3’ 
IL-4 rev:  5’-CCC TGC AGA AGG TTT CCT TCT-3’ 
IL-4 Sonde:  5’-TCT GTG CAC CGA GTT GAC CGT AAC AGA C-3’ 
 
IFN-γ for:  5’-TCA GCT CTG CAT CGT TTT GG-3’ 
IFN-γ rev:  5’-GTT CCA TTA TCC GCT ACA TCT GAA-3’ 
IFN-γ Sonde:  5’-TTG GCT GTT ACT GCC AGG ACC CAT ATG T-3’ 
2.1.8 Reaktionskits 
Folgende Reaktionskits wurden gemäß Herstellerangaben eingesetzt: 
 
- Mini-Plasmidpräparationskit (Qiagen, Hilden) 
 
- Maxi-Plasmidpräparationskit (Qiagen, Hilden) 
 
- NucleoSpinRNA II (Macherey-Nagel, Düren) 
 
- Luciferase-Assay-Kit (Promega, Mannheim) 
 
- PRISMTM Ready Reaction DyeDeoxyTM Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, 
  Boston, USA) 
 
- SuperScriptTM III Platinum Two-Step qRT-PCR Kit (Invitrogen, Karlsruhe) 
 
- RealMaster Mix Probe +Rox (Eppendorf, Hamburg) 
 
- QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene, La Jolla, USA) 
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2.1.9 Inhibitoren 
U0126  Calbiochem (Darmstadt) 
LY294002  Calbiochem (Darmstadt) 
2.1.10 Eukaryontische Zellen 
COS7        adhärent wachsende Affennieren-Zelllinie (ATCC, CRL 1651) kultiviert in  
                  DMEM (10% FKS, 60 mg/l Penicillin, 100 mg/l Streptomycin) 
 
HepG2       adhärent wachsende humane Hepatoma-Zelllinie (ATCC, HB 8065) kultiviert in  
                  DMEM/F12 (10% FKS, 60 mg/l Penicillin, 100/l mg Streptomycin) 
 
Hek293T   adhärent wachsende humane embryonale Nieren-Zelllinie, freundlicherweise von 
S. Pflanz (Palo Alto, USA) zur Verfügung gestellt und in DMEM (10% FKS,       
60 mg/l  Penicillin, 100 mg/l Streptomycin) kultiviert 
2.1.11 Nährmedien und Lösungen für die Zellkultur 
- DMEM Flüssigmedium mit 4,5 g Glucose/l (Gibco, Karlsruhe) 
 
- DMEM/NUT-MIX-F12 Flüssigmedium (Gibco, Karlsruhe) 
 
- FKS mycoplasmenfreies fötales Kälberserum (Seromed, Wien, Österreich) 
 
- Penicillin/Streptomycin (Gibco, Karlsruhe) 
 
- Gentamycin (Gibco, Karlsruhe) 
 
- Amphotericin (Gibco, Karlsruhe) 
 
- Trypsin (0,05%)/EDTA (0,02%)-Lösung (BioWhittaker, Verviers, Belgien) 
 
-  EDTA (BioWhittaker, Verviers, Belgien) 
 
- Dispase-Lösung (50 caseinolytic units/ml) (BD Bioscience, San Jose, USA) 
 
- TNS (trypsin neutralization solution) (Cambrex, Taufkirchen) 
 
- Collagenase Typ 1A (Sigma, Taufkirchen) 
 
- Keratinozytenmedium KGM Bullet Kit (Cambrex, Taufkirchen) 
 
PBS 200 mM NaCl 
  2,5  mM  KCl 
  8,0 mM  Na2HPO4 
  1,5 mM KH2PO4 
  pH 7,4  
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2.2 Methoden 
2.2.1 Kultivierung eukaryontischer Zellen 
Die Zelllinien Hek293T und Cos7 wurden in DMEM- und die Zelllinie HepG2 in DMEM/F-
12 Medium kultiviert. Alle Medien enthielten 10% FKS sowie 60 mg/l Penicillin und 100 
mg/l Streptomycin. Die Zellen wurden in einer wassergesättigten Atmosphäre bei 5% CO2 
und 37°C inkubiert. Für die Subkultivierung wurden die konfluenten Zellen mit PBS 
gewaschen und anschließend mit Trypsin/EDTA von den Zellkulturschalen abgelöst. Die 
Langzeitlagerung von Zellen erfolgte in 20%-igen FKS- und 10% DMSO-haltigem Medium. 
Die Kryoröhrchen wurden zunächst bei -80°C eingefroren und anschließend in einen mit 
flüssigem Stickstoff gefüllten Tank überführt. 
2.2.2 Isolation und Kultivierung von primären Keratinozyten und 
dermalen Fibroblasten 
Keratinozyten und dermale Fibroblasten wurden aus Zirkumcisionen juveniler Vorhaut 
isoliert. Nach dem Entfernen von Fettresten und Blutgewebe wurde die Haut kurz in 70% 
Ethanol getaucht und anschließend 3 x 15 Minuten in PBS mit 1% Penicillin/Streptomycin, 
0,1% Gentamycin und 0,1% Amphotericin gewaschen. Die Haut wurde in dünne Streifen 
geschnitten und anschließend über Nacht in Dispase-Lösung (50 caseinolytic units/ml) mit 
1% Penicillin/Streptomycin, 0,1% Gentamycin und 0,1% Amphotericin inkubiert. Die 
Fortsetzung der Inkubation erfolgte am nächsten Tag für 5-120 Minuten (abhängig von der 
Hautdicke) im CO2-Brutschrank bei 37°C. Anschließend wurde das gesamte Hautstück kurz 
in PBS gespült und die Epidermis von der Dermis mit einer Pinzette getrennt. In einer mit 
Trypsin/EDTA gefüllten Petrischale wurde die Epidermis mit Hilfe eines Skalpells weiter in 
kleine Stücke zerlegt und nachfolgend für 30 Minuten in einem CO2-Brutschrank bei 37°C 
inkubiert. Vorsichtiges Mischen der Epidermisstücke mit einer Pipette förderte während der 
Inkubationszeit die Entstehung einer Einzelzellsuspension. Das Trypsin wurde anschließend 
mit TNS (trypsin neutralization solution) im gleichen Volumen  neutralisiert und die 
Einzelzellsuspension abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in Keratinozytenmedium mit 
niedrigem Calciumgehalt (KGM Bullet Kit, 0,15 mM Calcium) aufgenommen und in 
Zellkulturschalen ausgesät. Im KGM Bullet Kit enthalten sind  boviner Hypophysen-Extrakt, 
EGF (epidermal growth factor), Insulin, Gentamycin und Amphotericin. Die Dermis wurde 
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mit einem Skalpell zerkleinert und in Dispase mit 15 ml Collagenaselösung (100 units/ml) bei 
37°C  für drei Stunden im CO2 Brutschrank inkubiert. Die Lösung wurde von Zeit zu Zeit 
kräftig geschüttelt und nach 3 Stunden mit DMEM auf 50 ml aufgefüllt und durch ein 
Zellsieb pipettiert. Die Zellen wurden anschließend abzentrifugiert und auf Zellkulturschalen 
in DMEM ausgesät. 
2.2.3 cDNA Microarray 
Verbrauchsmaterialien 
 
- DermarrayTM GeneFilter (Research Genetics, Huntsville, USA) 
 
- MicroHyb hybridization solution (Research Genetics, Huntsville, USA) 
 
- Cot-1 DNA ( Invitrogen, Karlsruhe) 
 
- Poly dA (Research Genetics, Huntsville, USA) 
 
- DEPC H2O (Research Genetics, Huntsville, USA) 
 
- Oligo dT  1 µg/ml 10-20 mer mixture (Research Genetics, Huntsville, USA) 
 
- 5x First Strand Buffer ( Invitrogen, Karlsruhe) 
 
- DTT 0,1 M ( Invitrogen, Karlsruhe) 
 
- dNTP mixture mit 20mM dATP, dGTP, dTTP (Pharmacia, Freiburg) 
 
- 
33P dCTP (ICN Radiochemicals, USA) 
 
- Reverse Transkriptase Superscript II ( Invitrogen, Karlsruhe) 
 
- Bio-Spin 6 Chromatography Column (Bio-Rad, München) 
 
- 0,5% SDS 
 
- 2x SSC, 0,1% SDS 
 
- 0,5x SSC, 0,1% SDS 
 
Die Keratinozyten wurden entweder unbehandelt gelassen oder für 24 Stunden mit IL-6  (20 
ng/ml) und sIL-6R (1 µg/ml) stimuliert und die Gesamt-RNA mit Hilfe von peqGOLD RNA 
Pure (peqlab, Erlangen) isoliert. Für die reverse Transkription wurden 10 µg Gesamt-RNA 
eingesetzt. Die Prähybridisierung, die Herstellung von 33P-markierten cDNA Sonden und die 
Hybridisierung des GeneFilter Microarrays erfolgte nach Herstellerprotokoll (Research 
Genetics, Huntsville, USA). Die Daten wurden mit Hilfe der PathwayTM analysis Software 
(Research Genetics, Huntsville, USA)  ausgewertet.  
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2.2.4 Calcein-Acetoxymethylester Transportassay 
Verbrauchsmaterialien 
 
Calcein-Acetoxymethylester (Mo Bi Tec, Göttingen) 
 
HPMI:  NaCl   120 mM 
  KCl   l5 mM 
  MgCl2   0,4 mM 
  CaCl2   0,04 mM 
  Hepes (pH 7,4) 10 mM 
  NaHCO3  10 mM 
  Glucose  10 mM 
  Na2HPO4   5 mM 
 
Lysepuffer: Sucrose  250 mM 
  Hepes (pH 7)  10 mM 
  EDTA   1 mM 
 
Die auf 6-well Platten ausgesäten Keratinozyten und dermalen Fibroblasten wurden für 72 
Stunden mit IL-6 (20 ng/ml) und sIL-6R (1 µg/ml) stimuliert oder unbehandelt gelassen. Die 
Zellen wurden nach dem Trypsinieren abzentrifugiert und in HPMI-Puffer aufgenommen. 
Anschließend wurde die Zellzahl auf 50.000 Zellen/ml eingestellt und für die Triplikat-
Messung jeweils 1 ml der Zellsuspension in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß pipettiert. Die 
Inkubation der Zellen mit 1 µM Calcein-Acetoxymethylester erfolgte bei 37°C für 15, 30 und  
60 Minuten. Der hydrophobe, fluoreszierende Calcein-Acetoxymethylester gelangt durch 
Diffusion in die Zelle und wird dort durch zelleigene Esterasen in wasserlösliches, nicht 
fluoreszierendes Calcein umgewandelt, das die Zelle nicht mehr frei verlassen kann. Werden 
MRP-Effluxproteine in der Zellmembran exprimiert, kann der Calcein-Acetoxymethylester 
noch vor der Umwandlung in wasserlösliches Calcein wieder aus der Zelle transportiert 
werden.  Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen abzentrifugiert, in HPMI-Puffer 
gewaschen und das Zellpellet anschließend mit 1 ml Lysepuffer versetzt. Die Messung der 
Fluoreszenz erfolgte bei 493/515 nm im Fluorimeter. Niedrige Fluoreszenzwerte zeigten eine 
hohe Aktivität der MRP-Effluxproteine an, während hohe Fluoreszenzwerte mit  einer 
schwachen Expression bzw. Aktivität der MRP-Transportproteine korrelierten. 
2.2.5 Immunhistochemie  
Für die Immunhistochemie (Immunfluoreszenz-Technik) wurden zunächst 4 µm dicke 
Kryoschnitte aus gesunder Haut und Psoriasis-Gewebe angefertigt und für 10 Minuten in 
eiskaltem Aceton bei 4°C fixiert. Die Schnitte wurden anschließend luftgetrocknet und die 
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unspezifischen Bindungsstellen für 15 Minuten mit TBS/1% BSA abgesättigt. Nach dem 
Aufziehen der Schnitte auf Objektträger wurden die Schnitte für 10 Minuten in TBS 
gewaschen. Die Inkubation mit dem gegen MRP-1 gerichteten Erstantikörper (1:20 in TBS 
verdünnt) erfolgte für 60 Minuten bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Schnitte 
dreimal für 10 Minuten in TBS gewaschen und nachfolgend mit dem FITC-konjugierten 
Zweitantikörper (Dako, Hamburg) für 60 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem 
dreimaligen Waschen mit TBS für jeweils 10 Minuten wurden die Schnitte mit Fluoroprep 
(BioMerieux, Marcy iÉtoile, Frankreich) eingedeckt. Die Schnitte wurden mikroskopiert 
(LEICA DMIL, Wetzlar) und digital fotodokumentiert (DISKUS Hilgers, Königswinter). 
2.2.6 RNA-Extraktion und RT-PCR 
Die Gesamt-RNA aus Keratinozyten wurde mit Hilfe des RNA-Präparationskits 
NucleoSpinRNA II der Firma Macherey-Nagel (Düren) isoliert. Die reverse Transkription 
der Gesamt-RNA aus Keratinozyten (1 µg)  und der von der Firma Memorec zur Verfügung 
gestellten RNA aus Hautbiopsien (0,5 µg) erfolgte anschließend mit dem SuperScriptTM III 
Platinum Two-Step qRT-PCR Kit der Firma Invitrogen (Karlsruhe)  nach Hersteller-
angaben. 
2.2.7 PCR und Agarose-Gelelektrophorese 
Für die PCR wurde das Triple Master PCR System der Firma Eppendorf (Hamburg) 
verwendet. Ein PCR-Ansatz enthielt folgende Komponenten: 
Tuning buffer   7,5   µl 
dNTP (10 µM)  1 µl 
cDNA (100 ng)  2  µl 
forward Primer (10 µM) 1  µl 
reverse Primer (10 µM) 1  µl 
Enzym    0,5  µl 
H2O     12  µl 
 
PCR-Bedingungen (35 Zyklen): 
 
Erste Denaturierung  96°C 5     min 
Denaturierung   96°C  30   sec  
Annealing   53°C   30   sec 
Extension   72°C   1     min  
Letzte Extension  72°C   10   min 
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Die Auftrennung der amplifizierten DNA erfolgte mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese. 
Hierfür wurden die PCR-Ansätze mit 1/6 des Volumens 6 x DNA-Probenpuffer versetzt und 
auf ein Agarosegel (1% SeaKem-LE-Agarose, Biozym, Hameln) geladen. Die Agarose 
enthielt 0,1 µg/ml Ethidiumbromid, um die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen. 
Für die Elektrophorese wurde 1 x TAE-Puffer als Laufpuffer verwendet, dem ebenfalls 0,1 
µg/ml Ethidiumbromid zugegeben wurde.  
                                                             
6 x DNA-Probenpuffer: Ficoll400   15 %   
    Bromphenolblau 0,25 % 
    Xylencyanolblau 0,25 % 
 
1 x TAE:   Tris-Base  0,04 M 
    Essigsäure  32 mM 
    EDTA   1,1 M 
2.2.8 Real-time PCR 
Die TaqMan-Technologie basiert auf der Messung von Fluoreszenzsignalen (ABI PRISM 
7000, Applied Biosystems, Darmstadt), die in jedem PCR-Zyklus entstehen (Real-time) und 
direkt proportional zur Menge des amplifizierten PCR-Produktes sind. Die Sonde ist an ihrem 
5’-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff FAM und am 3’-Ende mit einem nicht 
fluoreszierenden Deep Dark Quencher I markiert. Sie bindet zwischen den beiden Primern an 
ihre Zielsequenz. Die räumliche Nähe zwischen dem Fluorophor und dem Quencher 
verhindert die Emission eines Fluoreszenzsignals, da der Quencher die Energie absorbiert und 
als Hitze abgibt. Während der Extension baut die Taq-Polymerase die Sonde mit Hilfe ihrer 
5’→3’ Exonuclease-Aktivität ab und die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffs FAM kann 
gemessen werden. Im Gegensatz zur semiquantitativen PCR bietet das Aufzeichnen von 
Fluoreszenzkurven den Vorteil, den linearen Amplifikationsbereich des PCR-Produktes vom 
Sättigungsbereich unterscheiden zu könnnen. Dies ermöglicht eine genaue Normalisierung 
der Werte gegen die für jede Probe gleichzeitig mitgemessene endogene Kontrolle wie zum 
Beispiel 18S rRNA. Der Schnittpunkt zwischen der Fluoreszenzkurve und dem vorgegebenen 
Schwellenwert (threshold-Linie) wird als CT-Wert bezeichnet. Für die relative 
Quantifizierung der Real-time PCR Ergebnisse wurde ein von Herrn Pfaffl entwickeltes 
mathematisches Modell verwendet [157]. Neben den gemessenen CT-Werten fließen auch die 
PCR-Effizienzen der unterschiedlichen Primer/Sonden Sets mit in die Berechnung ein. Die 
PCR-Effizienzen der unterschiedlichen Primer/Sonden Sets wurden vorab mit Hilfe von 
Standardkurven, die aus seriellen Verdünnungen der cDNA angefertigt wurden, ermittelt. Ein 
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Bezugspunkt (Kalibrator) wird für den Vergleich der unterschiedlichen Genexpressionen 
festgelegt. Dies können zum Beispiel nicht Zytokin-behandelte Zellen sein.  
 
Ein Real-time PCR-Ansatz mit Primern und Sonden der Firma Eurogentec (Lüttich, Belgien) 
enthielt folgende Komponenten: 
RealMaster Mix Probe +Rox (Eppendorf, Hamburg) 10 µl 
Forward Primer (10 µM → 900 nM)   2,25 µl 
Reverse Primer (10 µM → 900 nM)    2,25 µl 
Sonde (10 µM → 200 nM)     0,5 µl 
cDNA (70-100 ng)      5 µl 
H2O        5 µl 
 
Ein Real-time PCR-Ansatz mit einem Assay-on-Demand Produkt der Firma Applied 
Biosystems (Darmstadt) enthielt folgende Komponenten: 
 
RealMaster Mix Probe +Rox (Eppendorf, Hamburg) 10 µl 
Assay-on-Demand Primer/Sonden-Mix   1,25  µl 
cDNA (70-100 ng)      5  µl 
H2O        8,75  µl 
 
PCR-Programm (40 Zyklen): 
 
Erste Denaturierung   95°C  2 min 
Denaturierung    95°C  15  sec  
Annealing und Extension  60°C  1 min 
2.2.9 Mutagenese-PCR 
Die Insertion von Punktmutationen in die intrazelluläre Region des IL-31R erfolgte mit Hilfe 
des QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit von Stratagene (La Jolla, USA) nach 
Herstellerangaben. 
2.2.10  Kultivierung und Lagerung von Bakterienkulturen 
Alle Klonierungsschritte wurden mit dem Bakterienstamm Escherichia coli JM83 
durchgeführt. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium unter Zugabe des 
entsprechenden Antibiotikums (Ampicillin: 100mg/ml) bei 37°C in einem Schüttelkolben. Für 
die Langzeitaufbewahrung wurden die Stammkulturen mit 20% Glycerin versetzt und bei 
-80°C gelagert. 
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LB-Medium:    NaCl     5     g/l 
                         Hefeextrakt (Difco, Detroit, USA)  5     g/l 
                         Bactotrypton (Difco, Detroit, USA)  10   g/l 
                         Tris/HCl pH 8.0     10   mM 
                         MgSO4
     1     mM    
 
Die Herstellung von LB-Nährböden erfolgte durch die Zugabe von 1,5% Bacto-Agar. 
2.2.11  Herstellung kompetenter Bakterien 
Aus einer 50 ml Übernachtkultur wurden 500 ml LB-Medium mit Bakterien zu einer OD600 
von 0,02 angeimpft und unter Schütteln bei 37°C inkubiert. Nach Erreichen einer OD600 von 
0,6 wurde die Bakterienkultur in einem Eisbad abgekühlt und anschließend die Bakterien bei 
4°C abzentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in 125 ml einer eiskalten 50 mM CaCl2-
Lösung resuspendiert und nach erneuter Abzentrifugation in 25 ml 50 mM CaCl2/10% 
Glycerin aufgenommen. Aliquots von je 500 µl wurden in flüssigem Stickstoff schock-
gefroren und die kompetenten Bakterien bei -80°C gelagert. 
2.2.12 Transformation von Bakterien 
100 µl kompetente Bakterien wurden mit 1 ng Plasmid-DNA bzw. 5 µl Mutagenese-PCR 
Ansatz versetzt und 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte eine zweiminütige 
Inkubation bei 42°C, gefolgt von zwei Minuten auf Eis. Die Bakterien wurden in 0,9 ml LB-
Medium aufgenommen und 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschließend wurden die 
Bakterien abzentrifugiert, in 100 µl LB-Medium resuspendiert und auf LB-Agarplatten mit 
den geeigneten Antibiotika ausplattiert. Die Agarplatten wurden über Nacht bei 37°C 
inkubiert und die rekombinanten Bakterienkolonien nachfolgend analysiert. 
2.2.13  Isolierung von Plasmid-DNA im kleinen Maßstab 
Zur schnellen Charakterisierung rekombinanter Bakterienklone wurde eine 3 ml Übernacht-
kultur angelegt und anschließend die Plasmid-DNA mit Hilfe des Mini-Plasmidpräparations-
kit der Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben isoliert. 
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2.2.14  Isolierung von Plasmid-DNA im großen Maßstab 
Für die Isolation der Plasmid-DNA aus einer 500 ml Übernachtkultur wurde das Maxi-
Plasmidpräparationskit  der Firma Qiagen (Hilden) nach Herstellerprotokoll verwendet. 
2.2.15  Quantitative Bestimmung von Nukleinsäuren 
Für die quantitative Bestimmung von DNA wurde die Extinktion bei einer Wellenlänge von 
260 nm in einem UV-Spektrophotometer (Pharmacia, Freiburg) gemessen. Eine Extinktion 
E260 = 1,0 entspricht einer Konzentration von 50 µg doppelsträngiger DNA/ml. Die Reinheit 
der Nukleinsäurepräparationen wurde mit Hilfe des Quotienten E260:E280 bestimmt, der bei 1,8   
bis 2,0 liegen sollte. 
2.2.16  Automatische Sequenzierung 
Das Prinzip der automatischen Sequenzierung nach Sanger [158] beruht auf dem Einbau 
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide in ein DNA-Molekül durch Polymerase-Ketten-
Reaktion, was zum Kettenabbruch führt. So entstehen verschieden lange 3’-fluoreszenz-
markierte Produkte, die durch anschließende Anregung und Detektion nach ihrer Größe 
aufgetrennt werden.  
Zur Präparation der DNA-Proben diente das PRISMTM Ready Reaction DyeDeoxyTM 
Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer, Boston, USA). 
 
Die PCR wurde wie folgt angesetzt: 
 
Terminator-Premix             4          µl  
DNA-Matrize 1  µg 
Primer 10  pmol 
H2O (Merck, Darmstadt) ad 20 µl  
 
PCR-Bedingungen (25 Zyklen): Denaturierung: 96°C 20   sec 
 Annealing: 48°C 40   sec 
 Extension: 60°C    20   sec 
 
Nach der Amplifikation wurde die DNA mit 10 µl 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und 250 µl 100%-
igem Ethanol bei 4°C für 20 Minuten zentrifugiert und dabei gefällt. Das DNA-Sediment 
wurde mit 70%-igem Ethanol gewaschen, getrocknet und anschließend in 3,4 µl deionisiertem 
Formamid und 0,6 ml EDTA (50 mM, pH 8,0) resuspendiert. Die Sequenzierung erfolgte mit 
einem ABIprism Sequenzierer, Modell 310 (Applied Biosystems, Darmstadt).  
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2.2.17  Transiente Transfektion von HepG2-Zellen 
Die transiente Transfektion von HepG2-Zellen erfolgte mit Hilfe der Calciumphosphat-
Präzipitation. Eine Stunde vor der Transfektion wurden die Zellen zweimal mit PBS 
gewaschen und von DMEM/F12- auf DMEM-Medium umgestellt. 10-20 µg Plasmid-DNA 
wurden mit 62 µl 2 M CaCl2 und 500 µl 2 x HBS versetzt und anschließend mit 10 ml 
DMEM-Medium gemischt. Das Transfektionsmedium wurde auf eine 40% konfluente 6-well 
Platte verteilt und die Zellen am nächsten Tag zunächst mit PBS gewaschen und dann in 
DMEM/F12-Medium kultiviert.  
 
2 x HBS: Hepes   10 g/l 
  NaCl   16 g/l 
  KCl   0,74 g/l 
  Na2HPO4 x 2H2O 0,25 g/l 
  Glucose  2 g/l 
2.2.18  Transiente Transfektion von Hek293T-Zellen 
Die in DMEM-Medium ohne Antibiotika kultivierten Hek293T-Zellen wurden für die 
transiente Transfektion in 60%-iger Konfluenz verwendet. In einem Eppendorf-
Reaktionsgefäß wurden 100 µl DMEM-Medium ohne Antibiotika vorgelegt und mit 3,5-15 
µg Plasmid-DNA und 7-30 µl FuGENE 6 der Firma Roche (Mannheim) gemischt. Die 
Transfektionslösung wurde für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 
vorsichtig auf die Zellkulturschalen verteilt. Am nächsten Tag wurden die Zellen 1:3 
gesplittet und in DMEM mit Antibiotika kultiviert. 
2.2.19  Transiente Transfektion von Cos7-Zellen  
Für die transiente Transfektion von Cos7-Zellen mit der DEAE/Dextran-Methode wurden 
Zellen in 80-90%-iger Konfluenz eingesetzt. 3 µg Plasmid-DNA wurden in einem Falcon-
Röhrchen mit 7,5 ml DMEM-Medium ohne FKS versetzt und anschließend mit 60 µl 
DEAE/Dextran (50 mg/ml) sowie 6 µl Chloroquine (100 mM) gemischt. Die zu 
transfizierenden Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und für etwa 60-90 Minuten mit 
der Transfektionslösung inkubiert, wobei der Deckel der Zellkulturflaschen fest verschlossen 
war, um einen Gasaustausch mit der Umgebung zu vermeiden. Im Anschluss wurden die 
Zellen mit PBS gewaschen, eine Minute mit PBS/10% DMSO geschockt, erneut gründlich 
mit PBS gewaschen und in DMEM-Medium mit 10% FKS kultiviert.  
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2.2.20  Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie diente zur Überprüfung der Oberflächenexpression der chimären 
IL-5 Rezeptorkonstrukte. Zwei Tage nach der transienten Transfektion wurden die Zellen mit 
PBS gewaschen und mit Hilfe einer PBS/EDTA Lösung (3 ml PBS versetzt mit 60 µl 0,5 M 
EDTA) von den Zellkulturplatten abgelöst. Die Zellen wurden in FACS-Röhrchen überführt 
und bei 4°C abzentrifugiert. Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten ebenfalls bei 4°C. Die 
Zellen wurden in 100 µl Erstantikörperlösung (1:100 verdünnt in FACS-Puffer) resuspendiert. 
Der Erstantikörper richtete sich gegen den extrazellulären Bereich der IL-5Rα- bzw. IL-5Rβ-
Kette. Für die Negativkontrolle wurden die Zellen in 100 µl FACS-Puffer resuspendiert. Nach 
30 Minuten wurden die Zellen mit 3 ml FACS-Puffer gewaschen, abzentrifugiert und für 
weitere 30 Minuten im Dunkeln mit 100 µl R-Phycoerythrin-konjugierter Zweitantikörper-
lösung (1:100 in FACS-Puffer angesetzt) inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die 
Zellen in 500 µl FACS-Puffer aufgenommen. Die Analyse von 104 Zellen erfolgte 
durchflusszytometrisch in einem FACScalibur von Becton Dickinson (Heidelberg). Die 
CellQuest-Software diente zur Auswertung der Messungen.  
 
FACS-Puffer:  FKS  5 % 
   Na-Azid 0,1 % 
   in PBS 
2.2.21  Reportergen-Assay 
Die transiente Transfektion von HepG2-Zellen erfolgte mit den für die chimären IL-5 
Rezeptorketten kodierenden Expressionsplasmiden (1 µg für pCAGGS-Expressionsvektoren, 
6 µg für pSVL-Expressionsvektoren), einem β-Galaktosidase Kontrollplasmid (2 µg) und 
jeweils einem der unter 2.1.4 beschriebenen Luciferase-Reportergenkonstrukte (6 µg). 
Hek293T-Zellen wurden ebenfalls transient mit den für die chimären IL-5 Rezeptorketten 
kodierenden pSVL-Expressionsplasmiden (2,5 µg), einem β-Galaktosidase Kontrollplasmid 
(2 µg) und dem jeweiligen Luciferase-Reportergenkonstrukt (6 µg) transfiziert. Bei 
Verwendung der Luciferase-Reportergenkonstrukte pGL3-Casein-tk-Luc und Cis-Promotor-
Luc erfolgte zusätzlich die Kotransfektion eines für STAT5B kodierenden Expressions-
plasmids (2 µg). Nach 24 Stunden wurden die Zellen über Nacht mit IL-5 (10 ng/ml) 
stimuliert und anschließend mit 200 µl Reporterlysispuffer lysiert. Die Lysate wurden für 10 
Minuten bei 4°C abzentrifugiert und jeweils 10 µl des Lysats in eine lichtundurchlässige 96-
well Platte pipettiert und anschließend mit 50 µl Luciferase-Substrat (Promega, Mannheim) 
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versetzt. Die Luciferase oxidiert das Substrat Luciferin zu Oxyluciferin wobei Licht emittiert 
wird. Die Messung der Lumineszenz erfolgte mit dem Luminometer Microlumat 96 P von der 
Firma EG&G Berthold (Bad Wildbad). Für das Angleichen der unterschiedlichen 
Transfektionseffizienzen wurde zusätzlich die β-Galaktosidase-Aktivität gemessen. Dazu 
wurden 100 µl der Zelllysate mit 500 µl β-GAL-Mix und 100 µl ONPG (1 mg/ml) gemischt. 
Als Kontrolle diente eine Probe die anstatt Zellysat 100 µl Reporterlysispuffer enthielt. Die 
Reaktion wurde für 30-60 Minuten bei 37°C gestartet und nach einer sichtbaren Gelbfärbung 
der Proben mit 250 µl 1 M Na-Carbonat gestoppt. Im Photometer wurde bei 420 nm der 
Umsatz von Ortho-Nitrophenylgalactopyranosid (ONPG) zu Ortho-Nitrophenol gemessen. 
 
5 x Reporterlysispuffer: Tris H3PO4  pH 7,8 25  mM 
    EDTA   2    mM     
    Glycerin  10   % 
    Triton X-100  1     % 
    DTT   1     % 
 
β-GAL-Mix:   Na2HPO4  60   mM 
    NaH2PO4  40   mM 
    KCl   1     mM 
    MgCl2   1     mM 
    β-Mercaptoethanol 3,8  µl/l 
2.2.22  Herstellung von Zelllysaten für den Nachweis von Proteinen 
Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 300 µl kaltem Triton-
Lysispuffer in der Anwesenheit von Proteaseinhibitoren versetzt. Mit Hilfe eines 
Gummischabers wurden die Zellen abgelöst, in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und 
für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Die Abtrennung von Membranbestandteilen erfolgte 
anschließend in einer Zentrifugation für 10 Minuten bei 14000 UpM. Die Zelllysate wurden 
in ein neues Eppendorf-Reaktionsgefäß pipettiert und bei -20°C eingefroren.  
 
Triton-Lysispuffer: Tris/HCl, pH 7,5 20      mM 
   NaCl   150    mM 
   NaF   10      mM 
      Triton X-100  1        % 
 
Inhibitoren:   Na-Vanadat  1 mM                                                                                            
   PMSF   1        mM             
   Aprotinin  5         µg/ml 
      Leupeptin  2         µg/ml                                                                                                         
   Pepstatin  2         µg/ml 
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2.2.23  Proteinmengenbestimmung nach Bradford 
Für die Bestimmung des Proteingehalts wurde das Bradfordreagenz der Firma Bio-Rad 
(München) verwendet [160]. Das Bradfordreagenz wurde 1:5 mit Wasser verdünnt und pro 
Ansatz 1 ml mit 2 µl Zelllysat gemischt. Nach 5 Minuten Inkubationszeit erfolgte die 
photometrische Messung bei einer Wellenlänge von 595 nm. Aus einer Eichkurve für BSA 
ergab sich der Faktor zur genauen Berechnung der Proteinmenge (eine Extinktion von 0,063 
bei 595 nm entspricht 1 µg).  
2.2.24  Immunpräzipitation 
Für das Fällen eines bestimmten Proteins wurden Zelllysate mit 1 µg Erstantikörper versetzt 
und über Nacht bei 4°C im Rotationsschüttler inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe 
von 2,5 mg gequollener Protein-A-Sepharose (Amersham, Freiburg) und die Inkubation 
wurde für eine Stunde bei 4°C fortgesetzt. Die Protein-A-Sepharose wurde zusammen mit 
dem gebundenen Antikörper-Protein-Komplex abzentrifugiert und anschließend dreimal in 
Triton-Lysispuffer mit nur 0,1% Detergenz gewaschen. Für das Ablösen des gebundenen 
Antikörper-Protein-Komplexes wurde die Sepharose in 25 µl  2 x Laemmli-Probenpuffer 
resuspendiert und für  5 Minuten bei 95°C gekocht.  
 
2 x Laemmli-Probenpuffer: Glycerin  20    % 
    SDS   4      % 
    Tris/HCl pH 6,8 125  mM 
    Bromphenolblau 2       % 
    2-β-Mercaptoethanol 5       % 
2.2.25  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli diente zur 
Auftrennung von Proteinen nach ihrer Größe [159]. Für die Probenvorbereitung wurden die 
Zelllysate mit Laemmlipuffer versetzt und für 5 Minuten bei 95°C aufgekocht. Das im 
Laemmlipuffer enthaltene 2-β-Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbrücken innerhalb der 
Proteine. Neben der denaturierenden Wirkung von SDS lagert sich das Detergenz an die 
entfalteten Proteine an und verleiht ihnen eine negative Nettoladung. Dies ermöglicht die 
Auftrennung der Proteine in einem elektrischen Feld gemäß ihrer Größe, die sich etwa 
proportional zum Molekulargewicht verhält. Im 3%-igen Sammelgel wurden die Proteine 
zunächst zu scharfen Banden fokussiert und dann im 7,5%-igen Trenngel nach ihrer Größe 
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aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte für 2-3 Stunden bei konstanter Stromstärke von 35 
mA in einer vertikalen Flachgelkammer von Biometra (Freiburg). Als Größenstandard diente 
der Precision Plus Protein Standard von Bio-Rad (München).  
 
3%-iges Sammelgel: H2O      3,4 ml 
   30% Polyacrylamidlösung (AppliChem) 0,83 ml 
   Tris/HCl pH 6,8    0,63 ml 
   10% SDS     50 µl 
    TEMED     5 µl 
   20% APS     40 µl 
 
 
7,5%-iges Trenngel: H2O      7,15 ml 
   30% Polyacrylamidlösung (AppliChem) 3,75 ml 
   1,5 M Tris/HCl pH 8,8   3,8 ml  
   10% SDS     150 µl 
   TEMED     12 µl 
   20% APS     75 µl 
 
Laufpuffer:  Tris-Base     25 mM 
   Glycin      192 mM 
   SDS      0,1 % 
2.2.26  Western-Blot 
Die elektrophoretisch getrennten Proteine wurden mittels der semidry-Methode auf eine 
PVDF-Membran transferiert. Dazu wurde die PVDF-Membran kurz in Methanol, 5 Minuten 
in Wasser und 15 Minuten in Anodenpuffer II und das Gel 5 Minuten in Kathodenpuffer 
inkubiert. In einer „Blotting“-Kammer wurden vier in Anodenpuffer I und zwei in 
Anodenpuffer II getränkte Whatman-Filter in Gelgröße luftblasenfrei übereinander 
geschichtet, darauf wurden die PVDF-Membran, das Gel und schließlich vier in 
Kathodenpuffer getränkte Whatman-Filter gelegt. Die Kammer wurde mit 1 kg Gewicht 
beschwert, und das „Blotten“ erfolgte für eine Stunde mit 0,8 mA/cm2,
 
wobei der Boden der 
Kammer die Anode und der Deckel die Kathode bildeten. Nach Beendigung des Blotvorgangs 
wurde die Membran in TBS-N bei 4°C gelagert. 
 
Anodenpuffer I: Tris-Base  0,3 M 
   Methanol  20 % 
 
Anodenpuffer II: Tris-Base  0,02 M     
   Methanol  20 % 
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Kathodenpuffer: 6-Aminohexansäure 0,4 M    
   Methanol  20 % 
 
TBS-N:  Tris-Base  2,42 g/l  
   NaCl   8 g/l 
   Nonidet P-40  0,1 % 
   pH 7,6 
2.2.27  ECL-Immundetektion 
Die freien Bindungsstellen der geblotteten PVDF-Membran wurden zunächst mit 10 % BSA 
in TBS-N für 10 Minuten unter Schütteln abgesättigt. Die Membran wurde kurz gewaschen 
und anschließend mit dem Erstantikörper (1:1000 in TBS-N verdünnt) über Nacht bei 4°C 
oder für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 3 x 15 Minuten Waschen der 
Membran mit TBS-N folgte die Inkubation mit dem HRP-markierten Zweitantikörper (1:5000 
in TBS-N verdünnt) für eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Membran wurde erneut 3 x 15 
Minuten mit TBS-N gewaschen und anschließend in ECL-Detektionslösung (Amersham, 
Braunschweig) für eine Minute inkubiert. Die an den Zweitantikörper gekoppelte 
Meerrettich-Peroxidase (HRP) setzt das in der ECL-Lösung enthaltene Substrat in einer 
Chemilumineszenzreaktion um. Die Membran wurde luftblasenfrei in Folie eingepackt und 
auf zwei Röntgenfilme gelegt. Die Expositionszeiten betrugen zwischen 10 Sekunden und 10 
Minuten. Für die Durchführung weiterer Detektionen wurden die membrangebundenen 
Antikörper durch eine Inkubation in Stripping-Puffer für 20 Minuten bei 70°C entfernt. 
 
Stripping-Puffer: Tris/HCl  pH 6,7 62,5 mM 
   SDS   2 % 
   β-Mercaptoethanol 0,8 % 
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3 Ergebnisse 
3.1  IL-6- und OSM-abhängige Regulation der MRP-Transport-
proteine in der Haut  
Die MRP-Transportproteine stellen einen wichtigen Bestandteil der biochemischen 
Hautbarriere dar, da sie als Effluxproteine die Hautzellen vor Xenobiotika schützen können.  
Normale humane epidermale Keratinozyten (NHEK) und dermale Fibroblasten (NHDF) 
exprimieren neben MRP-1 auch die MRP-Transportproteine MRP-3, -4, -5, -6 und -7 [7]. 
Neben ihrer Funktion als Detoxifikationssystem der Haut transportieren MRP-Proteine aber 
auch zahlreiche endogene Substanzen, zu denen auch wichtige inflammatorische Mediatoren 
wie zum Beispiel Leukotriene und Prostaglandine gehören [8]. In Leberzellen konnte für 
MRP-1 bereits eine IL-6 abhängige Regulation gezeigt werden [105]. Im ersten Teil der 
Arbeit sollte daher geklärt werden, ob ähnliche IL-6- oder auch OSM-abhängige Regulations-
mechanismen von MRP-Proteinen in der Haut existieren und welche Signalwege für die 
Regulation ausschlaggebend sind. Vor dem Hintergrund entzündlicher Hauterkrankungen wie 
der Psoriasis, sollte eine mögliche Korrelation zwischen der gesteigerten Expression von IL-6 
und der Expression von MRP-1 untersucht werden.  
3.1.1 Verstärkte Expression der MRP-Transportproteine in dermalen 
Fibroblasten und NHEK nach Stimulation mit IL-6 –Typ Zytokinen  
Aus Vorhaut isolierte dermale Fibroblasten und proliferierende epidermale Keratinozyten 
wurden für 48 Stunden mit IL-6 in Kombination mit seinem agonistisch wirkenden löslichen 
Rezeptor (sIL-6R) oder OSM stimuliert. Der Einsatz des löslichen IL-6R ermöglichte in 
dermalen Fibroblasten eine IL-6 Signaltransduktion trotz fehlender Expression der membran-
gebundenen Form des IL-6R und gleicht die eventuell limitierend vorliegende Expression des 
membrangebundenen IL-6R in Keratinozyten aus. Nach Extraktion der Gesamt-RNA konnte 
die Expression von MRP-1, MRP-3, MRP-4 und MRP-5 mittels semiquantitativer reverser 
Transkriptions-PCR (RT-PCR) und quantitativer Real-time PCR untersucht werden. Dermale 
Fibroblasten, isoliert aus drei verschiedenen Vorhautspendern, zeigten nach OSM-Stimulation 
eine deutliche Hochregulation aller vier MRP-Familienmitglieder (Abb. 9). Für MRP-3 und 
MRP-4 wurde mit einer mehr als zweifachen Hochregulation nach OSM der stärkste Effekt 
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gemessen. Im Vergleich zu OSM ließ sich nach Stimulation mit IL-6 und sIL-6R nur für 
MRP-3 eine fast zweifache Hochregulation feststellen, während die anderen Familien-
mitglieder in ihrer Expression kaum beeinflusst wurden. 
 
 
 
 
Abb. 9: Real-time PCR Analyse der IL-6/sIL-6R und OSM-abhängigen verstärkten Expression der MRP-
Transportproteine in dermalen Fibroblasten  
Primäre humane dermale Fibroblasten wurden für 48 Stunden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R oder 20 
ng/ml OSM stimuliert. Die Gesamt-RNA wurde aus stimulierten und nicht Zytokin behandelten Zellen 
(Kontrolle) isoliert und für die Real-time PCR Analyse in cDNA umgeschrieben. Die Normalisierung der 
relativen mRNA Mengen der MRP- Transportproteine MRP-1, -3, -4 und -5 erfolgte gegen β-Aktin. Den 
Bezugspunkt für den Vergleich der mRNA Expressionen untereinander bildeten die nicht stimulierten 
Fibroblasten. 
 
 
In primären Keratinozyten scheint die Situation gegensätzlich zu sein, da hier die Stimulation 
mit IL-6/sIL-6R einen wesentlich stärkeren Effekt auf die Hochregulation der MRP-Proteine 
ergab. So wurde zum Beispiel für MRP-3 nach IL-6/sIL-6R Stimulation eine 2,5-fache 
Hochregulation gemessen (Abb. 10A), während OSM die Expression von MRP-3 nicht 
beeinflusste (Abb. 10B, mittlere Reihe). Mit semiquantitativer RT-PCR konnte dieses 
Ergebnis für MRP-3 bestätigt werden und gleichzeitig eine schwächere Hochregulation für 
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MRP-1 nach IL-6/IL-6R und OSM Stimulation gezeigt werden (Abb. 10B, obere Reihe). Eine 
cDNA Microarray Analyse von Genen, die in der Haut exprimiert werden, ergab für MRP-1 
eine 1,74-fache Hochregulation nach Inkubation mit IL-6 und löslichem IL-6R für 24 Stunden 
(Abb. 10D). Andere pro- und anti-inflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel IL-1β, TNFα 
oder TGFβ, zeigten im Unterschied zu IL-6/sIL-6R keinen Effekt auf die Expression von 
MRP-1 und MRP-3 in Keratinozyten (Abb. 10C).  
 
 
 
Abb. 10: Real-time PCR, RT-PCR und cDNA Microarray Analyse der MRP Expression in 
proliferierenden normalen humanen epidermalen Keratinozyten (NHEK) nach Stimulation mit IL-6/sI6R, 
OSM oder anderen inflammatorischen Zytokinen  
 A, TaqMan Real-time PCR Analyse der MRP-3 Expression in proliferierenden NHEK. Stimulation der 
primären Keratinozyten für 48 Stunden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R oder 20 ng/ml OSM und 
anschließende Isolation der Gesamt-RNA. Nicht stimulierte Keratinozyten wurden als Kontrolle verwendet und 
der relative mRNA Gehalt von MRP-3 gegen β-Aktin normalisiert.  
B, RT-PCR Analyse der Expression von MRP-1 und MRP-3 in Keratinozyten nach Stimulation mit IL-6 (20 
ng/ml)/sIL-6R (1 µg/ml) oder OSM (20 ng/ml) für 48 Stunden. Die amplifizierten PCR-Produkte für MRP-1, 
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MRP-3 und β-Aktin als interner Standard wurden mit Hilfe einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und 
mit Ethidiumbromid angefärbt.         
C, RT-PCR Analyse von MRP-1, MRP-3 und β-Aktin in proliferierenden NHEK nach Inkubation mit 
verschiedenen Zytokinen für 24 Stunden. Die amplifizierten PCR-Fragmente wurden mittels Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt. Spur 1, nicht stimulierte Keratinozyten; Spur 2, IL-6 (20 ng/ml)/sIL-6R (1 
µg/ml); Spur 3, IL-1β (2 ng/ml); Spur 4, TNFα (1 ng/ml); Spur 5, TGFβ (1 ng/ml); Spur 6, DNA- Marker 
pBR322 HaeIII Verdau. 
D, Microarray Analyse unterschiedlich regulierter Gene in primären Keratinozyten.  Humane Keratinozyten 
wurden für 24 Stunden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R stimuliert und die Expression Haut-relevanter 
Gene mit nicht Zytokin behandelten Keratinozyten (Kontrolle) verglichen. Für die Herstellung von 33P-
markierten Sonden wurden jeweils 10 µg Gesamt- RNA revers transkribiert und mit einem GeneFilter 
Microarray (ID1001, Research Genetics) hybridisiert.  
3.1.2 Vergleich der Zytokin-abhängigen MRP-Expression in  Fibroblasten-
Keratinozyten-Kokulturen mit Keratinozyten-Monokulturen 
Die Kokultivierung von Fibroblasten und Keratinozyten erfolgte unter Verwendung eines 
Zweikammersystems, bestehend aus einer 6-well-Kulturschale und den dazugehörigen 
Polycarbonat-Transwell Einsätzen. Die in das Transwell ausgesäten Fibroblasten befanden 
sich über den am Boden des Zweikammersystems wachsenden Keratinozyten. Beide 
Kammern waren über ein gemeinsam genutztes Keratinozytenmedium miteinander verbunden 
und die porösen Membranen der Transwell-Einsätze gewährleisteten zusätzlich den indirekten 
Zellkontakt der verschiedenen Zellpopulationen. Für den Vergleich der Zytokin-abhängigen 
MRP-Expression in Fibroblasten/Keratinozyten-Kokulturen (Abb. 11A) und Keratinozyten-
Monokulturen (Abb. 11B) wurden beide Versuchsansätze für 24 Stunden mit IL-6/sIL-6R 
oder IL-1β stimuliert. Die RT-PCR Analysen zeigten für MRP-1 und MRP-3 nach IL-6/sIL-
6R Stimulation eine verstärkte Expression in den Keratinozyten beider Zellkultursysteme. Die 
Inkubation mit IL-1β hingegen führte nur in den kokultivierten Keratinozyten zu einer 
Hochregulation der untersuchten MRP-Transportproteine. 
 
 
Abb. 11: Vergleich der IL-6/sIL-6R 
abhängigen MRP Expression in dermalen 
Fibroblasten/Keratinozyten Kokulturen (A) 
versus Keratinozyten Monokulturen (B)                            
Die Keratinozyten Kokulturen (Transwell-
System) und Monokulturen  wurden für 24 
Stunden mit 20 ng/ml IL-6 und 1 µg/ml sIL-6R 
oder 2 ng/ml IL-1β stimuliert. Als Kontrolle 
dienten die nicht Zytokin behandelten 
Keratinozyten beider Zellkultursysteme. Nach 
reverser Transkription der Gesamt-RNA 
erfolgte die Auftrennung der amplifizierten 
MRP-1, MRP-3 und β-Aktin cDNA-Fragmente 
mittels Agarose-Gelelektrophorese.  
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3.1.3 IL-6- und OSM-abhängige Signaltransduktion  in dermalen Fibro-
blasten 
Für zahlreiche Zelltypen wurde bereits eine starke Aktivierung des Jak/STAT Signalweges 
und der MAPK-Kaskade nach IL-6/sIL-6R und OSM gezeigt. Während die meisten IL-6 
induzierten Gene STAT3 getrieben sind, wurde für die Regulation der MDR (multidrug 
resistance)-Gene eine Beteiligung des MAPK-Signalweges beschrieben.  Da es sich bei der 
Hochregulation der MRP-Proteine um einen späten Effekt handelt, wurde für die 
Untersuchung der OSM bzw. IL-6 aktivierten Signalwege eine Langzeitkinetik in dermalen 
Fibroblasten durchgeführt. Eine besonders starke und lang anhaltende Aktivierung zeigten die 
STAT-Faktoren STAT1 und STAT3 nach IL-6/sIL-6R (Abb. 12B, erste und dritte Reihe) 
bzw. OSM Stimulation (Abb. 12A, erste und dritte Reihe). Nach einem initialen Peak 
zwischen 10 Minuten und einer Stunde blieb die Tyrosin-Phosphorylierung der STAT-
Faktoren auch noch nach 24 Stunden in abgeschwächter Form bestehen. Im Vergleich zu 
STAT1 war die Langzeit-Aktivierung von STAT3 deutlich ausgeprägter. Im Unterschied zu 
den STAT-Faktoren erfolgte die Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1/2 (Abb. 12, fünfte 
Reihe) und p38 (Abb. 12, neunte Reihe),  sowie der Proteinkinase B/Akt (Abb. 12, siebte 
Reihe), nur kurzzeitig. Die stärkste Phosphorylierung lag auch hier zwischen 10 Minuten und 
einer Stunde und kehrte dann sehr schnell wieder auf ihren basalen Wert zurück. Vor allem 
p38 und Akt wurden nach OSM deutlich stärker aktiviert als mit IL-6 und sIL-6R. 
 
 
 
 
Abb. 12: Zeitkinetik der IL-6-
und OSM-abhängigen Signal-
transduktion in dermalen 
Fibroblasten  
Western Blot Analyse der OSM 
und IL-6/sIL-6R induzierten 
Signalwege in dermalen Fibro-
blasten. Die Zellen wurden für die 
angegebenen Zeiten mit 20 ng/ml 
OSM (A) oder 20 ng/ml IL-6 und 
1 µg/ml sIL-6R (B) stimuliert. 
Aliquots der Zelllysate wurden 
gelelektrophoretisch aufgetrennt 
und die Proteine auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die An-
färbung der Western Blots 
erfolgte mit den in Material und 
Methoden angegebenen Anti-
körpern. 
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3.1.4 Inhibition der IL-6- und OSM- aktivierten Signalwege und ihre 
Konsequenz für die MRP-Expression in dermalen Fibroblasten 
Die an der MRP-Expression beteiligten IL-6- und OSM-abhängigen Signalwege wurden mit 
Hilfe von zwei kommerziell erhältlichen Inhibitoren untersucht. Der MEK1-Inhibitor U0126 
hemmt die Auslösung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade, während LY294002 den Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinase Signalweg blockiert. Für die Überprüfung der Spezifität der Inhibitoren 
nach Langzeitinkubation wurden die dermalen Fibroblasten zunächst für 24 Stunden mit den 
beiden Inhibitoren behandelt und anschließend die Inhibitoren erneuert. Nach weiteren 24 
Stunden erfolgte nochmals eine Inkubation der Zellen mit U0126 und LY294002, bevor die 
Zellen für 15 Minuten mit IL-6/sIL-6R stimuliert wurden. Während LY294002 auch nach 48 
Stunden noch sehr spezifisch ist und ausschließlich die Phosphorylierung von PKB/Akt, 
einem Downstream-Substrat der PI3-Kinase hemmt (nicht gezeigt), zeigt U0126 erste 
Zeichen einer unspezifischen Wirkung. Neben der erwarteten Inhibition der Phosphorylierung 
von Erk1/2 tritt zusätzlich eine unspezifische Hemmung der MAP-Kinase p38 auf, die nicht 
zu den Downstream-Substraten von MEK1 gehört (Abb. 13, rechte Seite). Die 
Phosporylierung von STAT3 und PKB/Akt wird im Gegensatz zu der MAP-Kinase p38 nicht 
unspezifisch durch U0126 beeinflusst (Abb. 13, linke Seite).  
 
 
 
Abb. 13: Untersuchung der Spezifität des MEK1 Inhibitors U0126 nach Langzeitinkubation 
Dermale Fibroblasten wurden für 24 Stunden mit 2,5µM und 5µM U0126 behandelt und anschließend der 
Inhibitor erneut zugesetzt. Nach weiteren 24 Stunden erfolgte abermals eine Inkubation der Zellen für 45 
Minuten mit dem Inhibitor, bevor die Zellen für 15 Minuten mit IL-6 (20 ng/ml) und sIL-6R (1 µg/ml) stimuliert 
wurden. Aliquots der Zelllysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf eine PVDF-
Membran geblottet. Die Anfärbung der Western Blots erfolgte mit den in Material und Methoden angegebenen 
Antikörpern. 
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Anschließend wurde die Auswirkung der Inhibition des MAP-Kinasen Signalweges und der 
Hemmung der PI3-Kinase auf die Expression der MRP-Proteine in dermalen Fibroblasten 
untersucht. Für die Gewährleistung der Inhibitionswirkung zum Zeitpunkt der OSM-
Stimulation wurden die Zellen für 45 Minuten mit U0126 oder LY294002 vorbehandelt. Nach 
24 Stunden erfolgte erneut eine Zugabe der Inhibitoren und die Zellen wurden für weitere 24 
Stunden mit OSM stimuliert. Die Real-time PCR-Daten zeigen, dass die Vorbehandlung der 
Zellen mit U0126 zu keiner Hemmung der OSM-vermittelten mRNA Hochregulation der 
MRP-Proteine -1, -3, -4 und -5 führte (Abb. 14A). Nach den Vorversuchen zur Untersuchung 
der Spezifität von U0126 ist eine Beteiligung der MAP-Kinasen Erk1/2 und p38 für die 
Hochregulation der MRP-Proteine daher auszuschließen. Für MRP-4 konnte eine Inhibition 
der Hochregulation nach Vorinkubation der Zellen mit LY294002 und anschließender 
Stimulation mit OSM gezeigt werden (Abb. 14B). Da die alleinige Zugabe des Inhibitors 
bereits zu einer sehr starken, durch OSM nicht mehr zu steigernden, Induktion der MRP-
Proteine MRP-1 und MRP-3 führte, war eine Aussage für die Bedeutung des PI3-Kinase 
Signalweges für diese Familienmitglieder leider nicht möglich. Vermutlich bindet LY294002 
an Xenobiotika response elements (XRE), die in der Promotorregion dieser Gene liegen, und 
die Transkription positiv beeinflussen können. Die Bedeutung der STAT-Faktoren  konnte im 
Rahmen dieser Studie nicht untersucht werden, da bis heute keine kommerziell erhältlichen 
Inhibitoren auf dem Markt existieren.  
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Abb. 14: Inhibitor-Studie der OSM-vermittelten Hochregulation der MRP-Transportproteine                    
A, Auswirkung der Inhibition des Ras/Raf/MAP-Kinasen Signalweges auf die Transkription der MRP-
Transportproteine. Für die Hemmung des Ras/Raf/MAP-Kinasen Signalweges wurden die dermalen 
Fibroblasten mit dem MEK-1 Inhibitor U0126 vorbehandelt. Die Zugabe von U0126 (5 µM) erfolgte 45 Minuten 
vor der Stimulation mit OSM (20 ng/ml). Nach 24 Stunden wurde der Inhibitor zusammen mit dem Zytokin 
erneut zugesetzt und die Zellen nach insgesamt 48 Stunden Stimulationsdauer für die Isolation der Gesamt-RNA 
abgeerntet. Für den Vergleich wurden zusätzlich Zellen für 48 Stunden mit OSM (20 ng/ml) stimuliert und als 
Kontrollen DMSO- und U0126-behandelte Zellen mitgeführt. Die Gesamt-RNA wurde in cDNA umgeschrieben 
und eine Real-time PCR Analyse für die MRP-Transportproteine MRP-1, -3, -4 und -5 durchgeführt. Die 
Normalisierung der relativen mRNA Mengen der MRP-Proteine erfolgte gegen β-Aktin. Den Bezugspunkt für 
den Vergleich der mRNA Expressionen untereinander bildeten nicht stimulierte Fibroblasten.  
B, Auswirkung der Inhibition der PI3-Kinase auf die MRP-4 Transkription. Die dermalen Fibroblasten wurden 
für 45 Minuten mit LY294002 (5 µM) vorbehandelt und anschließend mit OSM (20ng/ml) stimuliert. Die 
weitere Behandlung der Zellen erfolgte wie unter A beschrieben. Nach Isolation und Umschreiben der Gesamt-
RNA in cDNA wurde eine Real-time PCR Analyse für MRP-4 durchgeführt. Als Bezugspunkt wurden nicht 
stimulierte Zellen gewählt und der relative mRNA Gehalt von MRP-4 auf 18S rRNA normalisiert.  
 
3.1.5  Immunhistochemischer Nachweis einer verstärkten Expression von 
MRP-1 in Psoriasis-Gewebe 
In entzündlichen Hauterkrankungen wie der Psoriasis wird IL-6 in starkem Maße exprimiert. 
Da in Zellkultur gehaltene Keratinozyten nach IL-6/sIL-6R Stimulation eine stärkere 
Expression von MRP-1 zeigen, sollte eine mögliche Korrelation auch in vivo überprüft 
werden. Aus der Biopsie eines Patienten mit Psoriasis vulgaris wurden mehrere 
Gewebeschnitte angefertigt und immunhistochemisch mit einem Antikörper gegen MRP-1 
angefärbt (Abb. 15B). Gleichzeitig erfolgte für den Vergleich der MRP-1 Expression eine 
Anfärbung von gesundem Hautgewebe (Abb. 15A). Das Stratum corneum ist als äußerste 
Schicht der Epidermis im Gewebeschnitt der gesunden Haut als grüne Randartefakt-Färbung 
erkennbar (Abb. 15A, grüner Pfeil). Da die Hornschicht in Psoriasis-Läsionen den übrigen 
Schichten der Epidermis nur sehr locker schuppig aufsitzt, fehlt diese Schicht im 
Gewebeschnitt der Psoriasis vulgaris. Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten. Die 
Zellmembranen der Keratinozyten sind in der gesunden Haut bereits schwach grün angefärbt, 
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da MRP-1 konstitutiv exprimiert wird. Die deutlich stärkere Grünfärbung der Keratinozyten-
Zellmembranen im Gewebeschnitt der Psoriasis deutet auf eine verstärkte Expression der 
MRP-1 Proteine hin. Im unteren Drittel der Bilder befindet sich das Stratum papillare. Die 
sägezahnartig in die Epidermis hineinragenden dermalen Papillen sind sehr stark grün 
angefärbt. Vermutlich führt die Kollagensynthese der Fibroblasten zu dieser unspezifischen 
Bindung des Antikörpers. Da beide Bilder mit der gleichen Lichtintensität photographiert 
wurden, ist davon auszugehen, dass auch in vivo eine Korrelation zwischen der gesteigerten 
Sekretion von IL-6 und der Expression von MRP-1 im Verlauf der Psoriasis besteht.   
 
 
 
 
 
Abb. 15: Anfärbung von Biopsien aus gesunder Haut und Haut eines Psoriasis vulgaris-Patienten mit 
einem monoklonalen MRP-1 Antikörper  
Immunhistochemischer Nachweis von MRP-1 in (A) gesunder Haut und (B) in einem Psoriasis-Gewebeschnitt. 
Ein grüner Pfeil markiert in (A) die unspezifische Färbung des Stratum corneum; die roten Pfeile in (B) die 
dermalen Papillen. 
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3.1.6 Bestätigung der verstärkten IL-6-abhängigen Expression der MRP- 
Transportproteine auf funktioneller Proteinebene 
Die effiziente Translation der nach IL-6/sIL-6R Stimulaion vermehrt vorliegenden mRNA 
kann indirekt durch eine gesteigerte Efflux-Aktivität der MRP-Transportproteine gezeigt 
werden. Für die Untersuchung der Efflux-Aktivität wurde ein Calcein-Acetoxymethylester 
Assay in Keratinozyten (Abb. 16A) und dermalen Fibroblasten (Abb. 16B) durchgeführt. 
 
 
 
Abb. 16: Messung der verstärkten MRP Expression auf funktioneller Proteinebene 
Primäre Keratinozyten (A) und dermale Fibroblasten (B) wurden für 72 Stunden mit IL-6 (20 ng/ml) und sIL-6R 
(1 µg/ml) stimuliert und anschließend für die Durchführung eines Efflux-Assays mit Calcein-Acetoxy-
methylester (1 µM) für 15, 30 und 60 Minuten versetzt. Nicht stimulierte Zellen wurden ebenfalls mit Calcein-
Acetoxymethylester versetzt und die Fluoreszenz mit Hilfe eines Fluorimeters gemessen.  
 
 
 Der nicht fluoreszierende Calcein-Acetoxymethylester diffundiert passiv in die Zellen und 
wird in der Esterform als unspezifisches Substrat von den MRP-Effluxproteinen erkannt. 
Exprimiert die Zelle sehr viele MRP-Transportproteine, so wird der Ester sehr schnell wieder 
aus der Zelle heraustransportiert und  nur eine geringe Zellfluoreszenz gemessen. Bei 
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geringerer Anzahl der MRP-Proteine besitzen die zelleigenen Esterasen mehr Zeit für die 
Umwandlung des Calcein-Acetoxymethylester in das wasserlösliche, fluoreszierende Calcein. 
Da Calcein, im Gegensatz zu der Esterform, kein Substrat für die MRP-Transportproteine 
darstellt, wird im Fluorimeter eine wesentlich stärkere Fluoreszenz gemessen. Die dermalen 
Fibroblasten und Keratinozyten wurden für den Efflux-Assay mit IL-6/sIL-6R stimuliert und 
nach 72 Stunden mit Calcein- Acetoxymethylester versetzt. Im Vergleich zu den 
unbehandelten Zellen zeigten die zuvor mit IL-6/sIL-6R stimulierten Zellen eine erniedrigte 
Zellfluoreszenz, was auf eine verstärkte funktionelle Aktivität bzw. Proteinexpression der 
MRP-Transportproteine in der Zellmembran schließen lässt. Die PCR- Daten vorheriger 
Versuche konnten mit Hilfe des Efflux-Assays somit auf funktioneller Proteinebene bestätigt 
werden.  
3.2 Charakterisierung der Signaltransduktion des neuen IL-31 
Rezeptors mit Hilfe eines chimären Rezeptorsystems 
Der IL-31R bildet zusammen mit dem OSMR einen neuen Rezeptorkomplex für das erst 
kürzlich in einer Publikation beschriebene Zytokin IL-31 [101]. Vor der Entdeckung des 
Zytokins wurde der Rezeptor auch als GLMR (gp130-like monocyte receptor) [102] oder 
GPL (gp130-like receptor) [103] bezeichnet, da er eine 28%-ige Sequenzhomologie zu gp130 
aufweist. Beide Gene der Rezeptoren  liegen nur etwa 24 kb voneinander getrennt auf 
Chromosom 5 und sind wahrscheinlich aus einer Genduplikation entstanden. Die extra-
zelluläre Region des IL-31R besitzt das für Klasse I Zytokinrezeptoren typische Zytokin-
bindende Modul mit dem WSXWS-Motiv und vier konservierten Cysteinen. Analog zu gp130 
ist der extrazelluläre Bereich des Rezeptors aus insgesamt fünf Fibronektin-Typ-III-ähnlichen 
Domänen aufgebaut. Da die für die Zytokinbindung ebenfalls wichtige N-terminal gelegene 
Immunglobulin-ähnliche Domäne im IL-31R fehlt, ist im Unterschied zu gp130 eine 
Signaltransdukion in Form eines Homodimers für in vivo Bedingungen nicht anzunehmen. Im 
Vergleich zu gp130 besitzt der IL-31R einen wesentlich kürzeren intrazellulären Bereich mit 
nur drei Tyrosinmotiven. Für die Charakterisierung der Signaltransduktion des IL-31R wurde 
die Bindung von Jak1 an die Box1-Region, die Auslösung der Ras/Raf/MAP-Kinasenkaskade 
und die Aktivierung und Rekrutierung von STAT-Faktoren an die  zytoplasmatischen 
Tyrosinmotive untersucht.  
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3.2.1 Modell des chimären Rezeptorsystems und schematische Darstellung 
der verwendeten Rezeptorkonstrukte 
Für die Untersuchung der Signaltransduktion des IL-31R wurden die extrazellulären Bereiche 
der IL-5Rα- und β-Kette an die Transmembran- und intrazellulären Regionen des IL-31R, 
gp130, OSMR und LIFR fusioniert. Dieses chimäre Rezeptorsystem ermöglicht die 
Untersuchung der Signaltransduktion ohne den störenden Einfluss endogen exprimierter 
Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokinfamilie. Während gp130 auf fast allen Körperzellen zu 
finden ist, wird die IL-5Rα-Kette nur auf der Zelloberfläche eosinophiler und basophiler 
Granulozyten exprimiert. Die Expression der IL-5Rβ-Kette ist ebenfalls nur auf 
hämatopoetische Zellen beschränkt. Abbildung 17 verdeutlicht das Prinzip des chimären 
Rezeptorsystems am Beispiel des IL-31 Rezeptorkomplexes. 
 
 
 
 
Abb. 17: Aufbau des chimären Rezeptorsystems am Beispiel des IL-31 Rezeptorkomplexes 
Für die Nachahmung des IL-31 Rezeptorkomplexes wurden die extrazellulären Domänen der α- bzw. β-Kette 
des IL-5 Rezeptors an die Transmembran- und intrazellulären Bereiche des OSMR bzw. IL-31R fusioniert. Die 
Bindung von IL-5 an den extrazellulären Bereich führt zur Aktivierung des heteromeren chimären 
Rezeptorkomplexes. 
 
 
 
In Abbildung 18 sind die für die Studie der IL-31R Signaltransduktion verwendeten 
Rezeptorkonstrukte schematisch dargestellt. Die im intrazellulären Bereich des IL-31R 
vorhandenen Tyrosine wurden gegen Phenylalanin ersetzt. Ein stark verkürztes Konstrukt 
enthielt nur noch die Box1-Region des IL-31R. Neben den full-length Konstrukten der 
Rezeptoren IL-31R, gp130, OSMR und LIFR wurden auch vorhandene Punkt- und 
Deletionsmutanten für die Rezeptorketten gp130 und OSMR genutzt. Für eine bessere 
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Zelloberflächenexpression wurde eine C-terminal um 28 Aminosäuren verkürzte Variante des 
OSMR eingesetzt (α/- und β/OSMR∆1) [154]. Die Deletion nimmt keinen Einfluss auf die 
Signaltransduktion des OSMR. Die gleichmäßige Zelloberflächenexpression aller Konstrukte 
wurde mit Hilfe von FACS-Analysen überprüft. 
 
 
  
 
 
 
Abb. 18: Schematische Darstellung der für die Studien der IL-31R Signaltransduktion verwendeten 
Rezeptorchimären 
Die extrazellulären Domänen des IL-5Rα oder IL-5Rβ wurden mit den dargestellten Transmembran- und 
zytoplasmatischen Rezeptor-Regionen fusioniert. Die im intrazellulären Bereich der Rezeptoren vorhandenen 
Tyrosinreste sind als Linien eingezeichnet. Schraffierte Kästen markieren die Box1- und Box2-Regionen der 
Rezeptoren. 
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3.2.2 Aktivierung STAT-responsiver Reportergene durch eine IL-5-
induzierte Heterodimerisierung der zytoplasmatischen Bereiche  von 
IL-31R und gp130, LIFR oder OSMR 
Zu Beginn der Studie galt der IL-31R noch als orphan Rezeptor, da weder das Zytokin noch 
der IL-31 Rezeptorkomplex (OSMR/IL-31R) bekannt waren. Der hohe Verwandtschaftsgrad 
zu gp130 deutete aber bereits auf eine mögliche Zugehörigkeit des IL-31R zur Familie der IL-
6-Typ Zytokinrezeptoren hin. Für einen ersten Hinweis wurden HepG2 Hepatoma-Zellen mit 
Expressionsplasmiden für α/IL-31R, α/OSMR∆1, α/LIFR und α/gp130 in Kombination mit 
β/IL-31R in die Zellen transfiziert. Gleichzeitig erfolgte die Kotransfektion eines STAT3-
responsiven α2-Makroglobulin (α2M) Promotor getriebenen Luciferase-Reportergen-
konstruktes (Abb. 19A). Ein Tag nach der Transfektion wurden die Zellen für 16 Stunden mit 
IL-5 stimuliert und anschließend die Aktivität der Luciferase gemessen. Die höchste 
Luciferase-Aktivität lag bei einer 60- bzw. 35-fachen Induktion für die chimären Rezeptor-
kombinationen bestehend aus α/OSMR∆1 und β/IL-31R bzw. α/gp130 und β/IL-31R (Abb. 
19A, Spuren 2 und 4). Eine IL-5-induzierte Homodimerisierung der zytoplasmatischen 
Bereiche des IL-31R führte ebenfalls zu einer STAT3-abhängigen Induktion des Reportergens 
(Abb. 19A, Spur 1), während die Transfektion des pCAGGS-Leervektors in Kombination mit 
β/IL-31R keine STAT3-Aktivierung auslöste (Abb. 19A, Spur 5). Die schwächste Luciferase-
Aktivität wurde für die Rezeptorkombination α/LIFR und β/IL-31R gemessen (Abb. 19A, 
Spur 3). Der gleiche Versuch wurde mit einem STAT1-abhängigen IRF1-tk- (Abb. 19B) und 
einem STAT5-getriebenen α-Casein-tk-Luciferase-Reportergenkonstrukt (Abb. 19C) durch-
geführt. Die einzelnen Rezeptorkombinationen unterschieden sich in ihrem Aktivierungs-
muster nicht von dem mit einem STAT3-responsiven Luciferase-Reportergenkonstrukt 
durchgeführten Reportergen-Assay. Die IL-5-induzierte Heterodimerisierung der zyto-
plasmatischen Bereiche des IL-31R mit OSMR und gp130 scheint somit die starke 
Aktivierung der STAT-Faktoren STAT1, STAT3 und STAT5 in HepG2-Zellen zu erlauben. 
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Abb. 19: Die IL-5-induzierte Heterodimerisierung der zytoplasmatischen Bereiche von IL-31R und gp130, 
OSMR oder LIFR führt zu einer Induktion STAT-responsiver Reportergenkonstrukte 
HepG2-Zellen wurden transient mit pCAGGS-Expressionsplasmiden für die chimären Rezeptoren α/IL-31R, 
α/OSMR∆1, α/gp130, α/LIFR zusammen mit β/IL-31R in den angegebenen Rezeptorkombinationen 
transfiziert. Gleichzeitig erfolgte die Kotransfektion  von verschiedenen STAT-responsiven Luciferase-
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Reportergenkonstrukten und einem β-Galaktosidase Expressionsplasmid. A, α2M-Promotor-Luc; B, IRF1-tk-
Luc; C, Casein-tk-Luc. Im Fall des Casein-tk-Luc Reportergenkonstruktes wurde zusätzlich ein STAT5B 
Expressionsplasmid kotransfiziert. Ein Tag nach der Transfektion wurden die Zellen für 16 Stunden mit IL-5 (10 
ng/ml) (grau) stimuliert oder unbehandelt gelassen (weiß). Nach Präparation der Zellextrakte erfolgte die 
Messung der Luciferase-Aktivität mit Hilfe eines Luminometers. Für die Korrektur eventueller Unterschiede in 
der Transfektionseffizienz wurde die Luciferase-Aktivität gegen die gemessene β-Galaktosidase-Aktivität 
abgeglichen. Die dargestellten Daten und Standardabweichungen wurden als Durchschnittswerte dreier 
unabhängiger Messungen ermittelt und auf die Luciferase-Aktivität nicht stimulierter Zellen bezogen. 
3.2.3 IL-31R-vermittelte Aktivierung des Jak/STAT Signalweges in 
Kombination mit OSMR und gp130 
Die Aktivierung der Janus-Kinase 1, sowie der STAT-Faktoren STAT1 und STAT3 wurde 
auf molekularer Proteinebene in Hek293T-Zellen untersucht. Hek293T-Zellen lassen sich im 
Vergleich zu HepG2-Zellen zu einem höheren Prozentsatz mit den chimären Rezeptor-
konstrukten transfizieren und wurden daher als Zellsystem für die Western Blot Analyse 
gewählt. Eine äquivalente Oberflächenexpression der Rezeptorchimären wurde in einer 
FACS-Analyse mit IL-5Rα- und IL-5Rβ-Antikörpern bestätigt. Die Rezeptorkombination aus 
α/OSMR∆1 und β/IL-31R zeigte nach IL-5 Stimulation im Vergleich zum nachgeahmten 
OSM-Rezeptorkomplex (α/OSMR∆1 + β/gp130) eine etwa 50%-ige Reduktion der Tyrosin-
Phosphorylierung von Jak1 und STAT3 sowie eine etwa 90%-ige Reduktion der STAT1-
Aktivierung (Abb. 20A, Spuren 1 und 2). Ähnliche Ergebnisse wurden mit einer Rezeptor-
kombination aus α/gp130 und β/IL-31R im Vergleich zu einem chimären gp130 Homodimer 
erzielt (Abb. 20B, Spuren 1 und 2). In beiden Fällen zeigte sich auch hier nach IL-5 
Stimulation eine gute STAT3-Aktivierung, die für die Kombination aus α/gp130 und β/IL-
31R nur geringfügig schwächer war. Im Unterschied zu der Rezeptorkombination aus 
α/OSMR∆1 und β/IL-31R (Abb. 20A, Spur 2) war die STAT1-Phosphorylierung für α/gp130 
und β/IL-31R (Abb. 20B, Spur 2) besser detektierbar. Die Homodimerisierung bzw. die 
Dimerisierung des IL-31R mit einem verkürzten OSMR-Konstrukt ermöglichte die 
Untersuchung des IL-31R Beitrags zur STAT-Aktivierung. Die α/OSMR-B1/2 Chimäre 
enthielt nur noch die die Janus-Kinasen rekrutierende Box1/2-Region, ohne die für die STAT-
Aktivierung verantwortlichen intrazellulären Tyrosinmotive. Als Positivkontrolle für eine 
gesicherte STAT-Aktivierung wurde eine Rezeptorkombination aus α/OSMR-B1/2 und 
β/gp130 mitgeführt. Nach IL-5 Stimulation zeigten alle drei Rezeptorkombinationen eine gute 
Aktivierbarkeit von Jak1 (Abb. 20A, oberste Reihe). Es wurde deutlich, dass der IL-31R 
einen eigenen Beitrag zur Aktivierung der STAT-Faktoren leistet, da sowohl das IL-31R 
Homodimer (Abb. 20A, Spur 5) wie auch das Heterodimer α/OSMR-B1/2 + β/IL-31R (Abb. 
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20A, Spur 4) eine Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 und STAT1 auslöst. Im Vergleich 
zu der Positivkontrolle (α/OSMR-B1/2 + β/gp130) war die STAT1-Aktivierung für die IL-
31R enthaltenden Rezeptorkombinationen deutlich schwächer ausgeprägt, während in der 
STAT3-Phosphorylierung kaum ein Unterschied bestand. Die mit einem verkürzten OSMR 
bzw. gp130 durchgeführten Experimente (Abb. 20B) bestätigen die mit den full-length 
Rezeptoren erhaltenen Ergebnisse, dass der IL-31R ein guter STAT3-, aber nur sehr 
schwacher STAT1-Aktivator ist. Im direkten Vergleich eines gp130- und IL-31R-Homo-
dimers wird die schwache IL-31R-vermittelte STAT1-Aktivierung besonders deutlich (Abb. 
20B, Vergleich Spur 1 mit Spur 4).  
 
 
 
 
 
Abb. 20: Die Heterodimerisierung der zytoplasmatischen Bereiche von OSMR und IL-31R (A) oder gp130 
und IL-31R (B) führt zu einer STAT1- und STAT3-Aktivierung in Hek293T-Zellen     
Hek293T-Zellen wurden transient mit pSVL-Expressionsvektoren für die angegebenen Rezeptorkombinationen 
transfiziert und 48 Stunden später mit IL-5 (20 ng/ml) für 15 Minuten stimuliert. Die Zelllysate stimulierter und 
nicht Zytokin-behandelter Zellen wurden mit einem spezifischen Antikörper gegen Jak1 immunpräzipitiert. Ein 
Aliquot der Zelllysate und die Immunpräzipitate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf 
eine PVDF-Membran transferiert. Die Anfärbung der Western Blots erfolgte für Jak1 mit einem Phosphotyrosin-
spezifischen Antikörper (PY99) oder mit spezifischen gegen die Tyrosin-phosphorylierten Formen von STAT3 
und STAT1 gerichteten Antikörpern. Die Western Blots wurden gestrippt und zur Überprüfung äquivalenter 
Proteinmengen mit Antikörpern gegen Jak1, STAT3 und STAT1 gefärbt. 
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3.2.4 Zelltyp-abhängige Signaltransduktion des chimären IL-31R Homo-
dimers 
In einer Veröffentlichung, die die Klonierung des IL-31R beschreibt, wurde die 
Signaltransduktion des IL-31R mit ähnlich aufgebauten IL-5R Chimären untersucht [103]. In 
dieser Arbeit führte die Transfektion eines IL-31R Homodimers (α/IL-31R + β/IL-31R) in 
Cos7-Zellen zu keiner STAT3-Phosphorylierung nach IL-5 Stimulation. Eigene Experimente 
in Cos7-Zellen bestätigten die Beobachtung von Diveu et al. [103], dass nach Transfektion 
eines IL-31R Homodimers (Abb. 21, linke Hälfte) keine STAT3-Aktivierung beobachtet 
wird. Erstaunlicherweise führte die Heterodimerisierung des IL-31R mit einem gp130-
Konstrukt, dessen C-terminal von der Box1/2 Region gelegene Tyrosine gegen Phenylalanin 
ausgetauscht waren, zu einer IL-31R vermittelten Aktivierung von STAT3 in Cos7-Zellen. Im 
Vergleich zu der Positivkontrolle (α/gp130YYYYYY + β/IL-31R) fiel die STAT3-
Phosphorylierung für die Rezeptorkombination aus α/gp130YFFFFF und β/IL-31R nur 
geringfügig schwächer aus (Abb. 21, rechte Hälfte). Im Unterschied zu den IL-31R 
Heterodimeren scheint die Signaltransduktion des IL-31R Homodimers zelltyp-spezifisch zu 
sein, da HepG2- und Hek293T-Zellen im Gegensatz zu Cos7-Zellen eine deutliche STAT3-
Aktivierung nach IL-5-induzierter Homodimerisierung der intrazellulären Bereiche des 
IL-31R zeigen.  
 
 
 
Abb. 21: Die IL-5-induzierte Homodimerisierung der zytoplasmatischen Bereiche des IL-31R führt zu 
keiner STAT3-Aktivierung in Cos7-Zellen 
Cos7-Zellen wurden transient mit pSVL-Expressionsplasmiden für die angegebenen Rezeptorkombinationen 
transfiziert und 48 Stunden später mit IL-5 (20 ng/ml) für 15 Minuten stimuliert. Aliquots stimulierter und nicht 
Zytokin-behandelter Zellen wurden  gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf eine PVDF-Membran 
transferiert. Die Immundetektion des Western Blots erfolgte mit einem STAT3-Tyr(P)-705 spezifischen 
Antikörper. Nach Strippen der Membran wurde das Protein mit einem STAT3-spezifischen Antikörper 
nachgewiesen. 
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3.2.5 Die MAP-Kinasen Erk1/2 werden nicht über den IL-31R aktiviert 
Viele Zytokinrezeptoren, wie zum Beispiel der OSMR oder gp130, initiieren neben dem 
Jak/STAT Signalweg auch zusätzlich die Ras/Raf/MAP-Kinasen Kaskade. Für die 
Untersuchung, ob der IL-31R wie sein nächster Verwandter gp130 die MAP-Kinasen Erk1/2 
aktivieren kann, wurden die gleichen bereits in Abbildung 20 verwendeten Rezeptor-
konstrukte in Hek293T-Zellen koexprimiert. Die äquivalente Oberflächenexpression der 
chimären Rezeptorkonstrukte wurde mit IL-5Rα- und IL-5Rβ-Antikörpern in einer FACS-
Analyse überprüft.  Die Rezeptorkombinationen α/OSMR∆1 + β/gp130  bzw. α/gp130 + 
β/gp130 zeigten nach IL-5 Stimulation eine deutliche Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1/2 
(Abb. 22A und B, Spur 1). Das Ersetzen der β/gp130 Chimäre durch β/IL-31R führte in 
beiden Fällen zu einer fast 50%-igen Reduktion der Phosphorylierung von Erk1/2 (Abb. 22 A 
und B, Spur 2) und deutete bereits auf die Unfähigkeit des IL-31R hin, einen Beitrag zur 
Aktivierung der MAP-Kinasen leisten zu können. Den Beweis erbrachte die IL-5-induzierte 
Homodimerisierung des IL-31R (α/IL-31R + β/IL-31R) (Abb. 22 A und B, Spur 5 bzw. 4), 
die zu keiner Erk1/2 Phosphorylierung führte. Bestätigt wurde dieses Ergebnis durch die  
Heterodimerisierung von β/IL-31R mit α/OSMR-B1/2 bzw. α/gp130-B1/2 (Abb. 22A, Spur 
4; Abb. 22B, Spur 3). Die stark verkürzten Konstrukte enthielten nur noch die die Janus-
Kinasen bindenden Box1/2-Regionen. Da die intrazellulären Tyrosinmotive deletiert waren, 
konnte in diesen Ansätzen der spezifische Beitrag des IL-31R zur MAP-Kinasen Aktivierung 
untersucht werden. Die fehlende Erk1/2 Phosphorylierug legte auch hier die Vermutung nahe, 
dass wichtige Adaptorproteine für die Aktivierung der Ras/Raf/MAPK-Kaskade nicht vom 
IL-31R rekrutiert werden können. Es ist bekannt, dass die Ras/Raf/MAPK-Kaskade im gp130 
über die Rekrutierung der Tyrosinphosphatase SHP2 an den Tyrosinrest 759 [67] und im 
OSMR durch die Bindung von Shc an Tyrosin 861 ausgelöst wird [98]. Die fehlende 
Rekrutierung der Adaptorproteine SHP2 und Shc an den IL-31R wurde mit Hilfe einer 
Koimmunopräzipitation gezeigt. Für diesen Versuch wurden die Rezeptorkonstrukte 
β/OSMR-B1/2, β/OSMR∆1, β/gp130 und β/IL-31R zusammen mit Jak1 in Hek293T-Zellen 
koexprimiert Abb. 22C). Die starke Überexpression von Jak1 führte zu einer Auto-
phosphorylierung der Janus-Kinasen mit anschließender Tyrosin-Phosphorylierung der 
Rezeptorketten. Die β-Chimären wurden mit einem gegen den extrazellulären Bereich der 
IL-5Rβ-Domäne gerichteten Antikörper immunpräzipitiert und die Western Blots gegen 
koimmunpräzipitierte Proteine angefärbt. Wie erwartet bindet die phosphorylierte β/gp130 
Chimäre die Tyrosinphosphatase SHP2, aber nicht das Adaptorprotein Shc (Abb. 22 C, Spur 
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7). Umgekehrt konnte eine Rekrutierung von Shc an den phosphorylierten β/OSMR (Abb. 
22C, Spur 6), nicht aber an β/gp130 gezeigt werden. Deletiert man alle C-terminal zur 
Box1/2-Region gelegenen Tyrosin-Motive des OSMR (β/OSMR-B1/2) verliert man die Shc-
Rekrutierung (Abb. 22C, Spur 5). Die Hypothese der fehlenden Rekrutierung von für die 
MAP-Kinasen Kaskade wichtigen Adaptorproteinen an den IL-31R erwies sich als richtig, da 
weder  SHP2 noch Shc mit β/IL-31R koimmunopräzipitiert werden konnten (Abb. 22C, Spur 
8). Die Rekrutierung von Jak1 an die Box1-Region wurde für alle vier phosphorylierten 
Rezeptorketten nachgewiesen, während STAT3 nur an die full-length Konstrukte β/OSMR∆1, 
β/gp130 und β/IL-31R binden konnte. Eine Anfärbung der nachgewiesenen Proteine im 
Zellysat (Abb. 22C, Spuren 1-4) und der immunpräzipitieren IL-5Rβ Chimären (Abb. 22C, 
unterste Reihe) diente als Expressionskontrolle der Chimären bzw. dem Nachweis 
äquivalenter Proteinmengen im Zellysat.   
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Abb. 22: Der IL-31R aktiviert nicht die MAP-Kinasen Erk1/2 
A und B, Hek293T-Zellen wurden transient mit pSVL-Expressionsvektoren für die angegebenen 
Rezeptorkombinationen transfiziert und 48 Stunden später mit IL-5 (20 ng/ml) für 15 Minuten stimuliert. 
Aliquots der Zelllysate stimulierter und nicht Zytokin-behandelter Zellen wurden gelelektrophoretisch 
aufgetrennt und die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Anfärbung der Western Blots erfolgte 
mit einem Phospho-spezifischen Erk1/2 Antikörper. Nach dem Strippen der Membranen erfolgte die Detektion 
des Proteins mit polyklonalen Antikörpern gegen Erk1 und 2. C, Hek293T-Zellen wurden mit pSVL-
Expressionsvektoren für die angegebenen β-Chimären und Jak1 kotransfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion 
wurden die Zellen lysiert und die IL-5Rβ-Ketten immunpräzipitiert. Ein Aliquot der Zelllysate (linke Seite) und 
die Immunpräzipitate (rechte Seite) wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die Anfärbung der Western Blots erfolgte mit Antikörpern gegen SHP-2 (erste Reihe), 
Shc (zweite Reihe), STAT3 (dritte Reihe), Jak1 (vierte Reihe) und IL-5Rβ (unterste Reihe rechts). 
3.2.6 Tyrosin-721 im zytoplasmatischen Bereich des IL-31R bindet und 
aktiviert STAT3 
Die Identifizierung der für die STAT-Aktivierung wichtigen intrazellulären Tyrosinmotive im 
IL-31R erfolgte über den individuellen Austausch der Tyrosine gegen Phenylalanin. Da der 
IL-31R in HepG2- und Hek293T-Zellen in homodimerisierter Form signalisieren kann, 
erlaubte die Verwendung von mutierten IL-31R Homodimeren eine besonders rasche 
Identifizierung der für die STAT-Aktivierung wichtigen Tyrosine. Die mutierten α/IL-31R- 
und β/IL-31R-Chimären (IL-31R-YYF, IL-31R-YFY und IL-31R-FYY) wurden zusammen 
mit einem STAT3-abhängigen α2-Makroglobulin Promotor getriebenen Luciferase-Reporter-
genkonstrukt in HepG2-Zellen transfiziert (Abb. 23A). Ein Tag nach der Transfektion wurden 
die Zellen für 16 Stunden mit IL-5 stimuliert und die Aktivität der Luciferase gemessen. Die 
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Mutation des C-terminalen Tyrosinrestes-721 im zytoplasmatischen Bereich des IL-31R zu 
Phenylalanin (α/IL-31R-YYF + β/IL-31R-YYF) führte zu einem vollständigen Verlust der 
Induktion des Reportergens (Abb. 23A, Spur 2). Ein Austausch der Tyrosine-652 (α/IL-31R-
FYY + β/IL-31R-FYY) und -683 (α/IL-31R-YFY + β/IL-31R-YFY) führte zu keiner 
verminderten Aktivität der Luciferase im Vergleich zu einem IL-5-induzierten IL-31R Homo-
dimer (Abb. 23A, Spuren 3 und 4 im Vergleich zu Spur 1). In Hek293T-Zellen konnte dieses 
Ergebnis mit Hilfe eines STAT1/STAT3-abhängigen SIE-tk Luciferasegenkonstruktes 
bestätigt werden (Abb. 23B). Da der IL-31 Rezeptorkomplex (IL-31R/OSMR) zum Zeitpunkt 
der Studie noch unbekannt war und sich die Kombination IL-31R/gp130 als guter 
Signaltransduktor herausgestellt hatte, wurden die IL-31R β-Chimären im Unterschied zu der 
Abbildung 23A mit einem α/gp130YFFFFF Rezeptorkonstrukt heterodimerisiert, dessen 
C-terminal von der Box1/2 Region gelegenen Tyrosine gegen Phenylalanin ausgetauscht 
waren. Die besondere Bedeutung des Tyrosins-721 für die STAT3- Aktivierung des IL-31R 
wurde auch in diesem Versuch deutlich, da die IL-5-induzierte Heterodimerisierung von 
α/gp130YFFFFF und β/IL-31R-YYF die Induktion des Reportergens fast vollständig aufhob 
(Abb. 23B, Spur 3), im Unterschied zu den anderen IL-31R enthaltenden 
Rezeptorkombinationen (Abb. 23B, Spuren 2, 4 und 5). In einer Western Blot Analyse (Abb. 
23C) wurde die Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 mit den gleichen bereits für die SIE-
tk-Reportergenassays verwendeten Rezeptorkombinationen in Hek293T-Zellen untersucht. 
Die Rezeptorkombination aus α/gp130YFFFFF und β/IL-31R-YYF führte nach IL-5 
Stimulation zu keiner STAT3-Phosphorylierung (Abb. 23C, Spur 3), während die 
Rezeptorkombinationen aus α/gp130YFFFFF und β/gp130YYYYYY bzw. den anderen IL-
31R β-Chimären eine deutliche STAT3-Aktivierung zeigten (Abb. 23C, Spuren 1, 2, 4 und 5). 
Die Bindung von STAT3 an das Tyrosin-721 wurde in einem gesonderten Versuch für den 
IL-31R bewiesen. Hierfür wurden die β-Chimären von IL-31R, IL-31R-YYF, OSMR-B1/2 
und OSMR∆1 zusammen mit Jak1 in Hek293T-Zellen überexprimiert und die 
phosphorylierten Rezeptorketten mit einem gegen die extrazelluläre IL-5Rβ Domäne 
gerichteten Antikörper immunpräzipitiert (Abb. 23D). Die starke Überexpression von Jak1 ist 
in diesem Versuch für die Zytokin-unabhängige Phosphorylierung der Rezeptorketten 
verantwortlich, da die räumliche Nähe der Janus-Kinasen zueinander eine Auto-
phosphorylierung der Kinasendomänen bewirkt. Die Immunpräzipitate wurden gelelektro-
phoretisch aufgetrennt und die Koimmunopräzipitation von STAT3 bzw. Jak1 mit den 
phosphorylierten Rezeptorketten in einer Western Blot Analyse untersucht. Die Western Blot 
Analyse der Immunpräzipitate ergab eine starke Bindung von STAT3 an die phosphorylierte  
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β/OSMR∆1 Chimäre und eine schwächere Bindung an den intrazellulären Bereich des IL-31R 
(Abb. 23D, Spuren 8 bzw. 5). Die Punktmutation von Tyrosin-721 zu Phenylalanin im β/IL-
31R-YYF Konstrukt verhinderte die Rekrutierung von STAT3 an den intrazellulären Bereich 
des IL-31R (Abb. 23D, Spur 6).  Die Negativkontrolle β/OSMR-B1/2 zeigte ebenfalls keine 
Bindung von STAT3 an den Rezeptor, da die intrazellulären Tyrosinmotive für die 
Rekrutierung von STAT3 deletiert waren (Abb. 23D, Spur 7). Im Unterschied zu STAT3 
konnte eine Bindung von Jak1 an alle Rezeptorketten nachgewiesen werden, da die 
Rezeptorkonstrukte die für die Jak1-Bindung wichtigen Box1/2-Regionen enthielten. Die 
gleich starke Expression der β-Chimären wurde mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers 
gegen die extrazelluläre IL-5Rβ Domäne bestätigt und im Zellysat äquivalente Proteinmengen 
von STAT3 und Jak1 nachgewiesen (Abb. 24D, linke Hälfte). 
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Abb. 23: Tyrosin-721 im IL-31R bindet und aktiviert STAT3  
A, HepG2-Zellen wurden transient mit pSVL-Expressionsvektoren für die dargestellten Rezeptorkombinationen 
und einem α2M-Promotor Luciferase-Reportergenkonstrukt transfiziert. Gleichzeitig erfolgte die Transfektion 
eines β-Galaktosidase Expressionsplasmids. Ein Tag nach der Transfektion wurden die Zellen für 16 Stunden 
mit IL-5 (10 ng/ml) (grau) stimuliert oder unbehandelt gelassen (weiß). Nach Präparation der Zellextrakte 
erfolgte die Messung der Luciferase-Aktivität. Für die Korrektur eventueller Unterschiede in der 
Transfektionseffizienz wurde die Luciferase-Aktivität mit der gemessenen β-Galaktosidase-Aktivität 
abgeglichen. Die dargestellten Daten und Standardabweichungen wurden als Durchschnittswerte dreier 
unabhängiger Messungen ermittelt und auf die Luciferase-Aktivität nicht stimulierter Zellen bezogen.  
B, Hek293T- Zellen wurden transient mit pSVL-Expressionsvektoren für die dargestellten 
Rezeptorkombinationen und einem SIE-tk Luciferase-Reportergenkonstrukt transfiziert. Gleichzeitig erfolgte die 
Kotransfektion eines β-Galaktosidase Expressionsplasmids. Die Zellen wurden einen Tag nach der Transfektion 
für 16 Stunden mit IL-5 (10 ng/ml) (grau) stimuliert oder unbehandelt gelassen. Die Durchführung des 
Reportergen-Assays erfolgte wie in der Legende zu A beschrieben.  
C, Hek293T-Zellen wurden mit den gleichen Rezeptorkombinationen wie in B transfiziert. 48 Stunden nach der 
Transfektion wurden die Zellen für 15 Minuten mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert. Aliquots der Zelllysate 
stimulierter und nicht Zytokin-behandelter Zellen wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf 
eine PVDF-Membran transferiert. Die Immundetektion des Western Blots erfolgte mit einem STAT3-Tyr(P)-
705 spezifischen Antikörper. Nach dem Strippen der Membran wurde das Protein mit einem STAT3-
spezifischen Antikörper angefärbt.  
D, Hek293T-Zellen wurden mit pSVL-Expressionsplasmiden für die dargestellten β-Chimären und Jak1 
kotransfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert und die IL-5Rβ-Ketten 
immunpräzipitiert. Die Immunpräzipitate und Aliquots der Zelllysate wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt 
und die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Anfärbung der Western Blots erfolgte mit 
Antikörpern gegen STAT3 (erste Reihe), Jak1 (zweite Reihe) und IL-5Rβ (dritte Reihe auf der rechten Seite). 
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3.2.7 Tyrosin-652 ist für die IL-31R-vermittelte STAT5-Aktivierung 
verantwortlich 
Es ist bekannt, dass der OSMR im Unterschied zu gp130 außer STAT1 und STAT3 auch 
noch STAT5 aktivieren kann. Für den IL-31R wurde ebenfalls eine STAT5-Aktivierung 
beschrieben [102]. Für die Untersuchung, welches der Tyrosinmotive für die STAT5-
Aktivierung ausschlaggebend ist, wurden die in Abbildung 24A dargestellten 
Rezeptorkonstrukte zusammen mit STAT5B koexprimiert. Eine zusätzliche Expression von 
STAT5B in Hek293T-Zellen war aufgrund des geringen STAT5-Proteingehalts in Hek293T-
Zellen erforderlich. Die IL-5-induzierte Heterodimerisierung von α/gp130YFFFFF und β/IL-
31R-YYY zeigte im Unterschied zu einer Kombination mit β/gp130YYYYYY eine deutliche 
STAT5-Aktivierung (Abb. 24A, Vergleich Spur 2 mit Spur 1). Die Punktmutation von 
Tyrosin-652 im intrazellulären Bereich des IL-31R zu Phenylalanin (β/IL-31R-FYY) führte 
zu einem vollständigen Verlust der STAT5-Phosphorylierung, während die Punktmutationen 
der Tyrosine-683 (β/IL-31R-YFY) und -721 (β/IL-31R-YYF) die STAT5-Aktivierung nicht 
beeinflussten (Abb. 24A, Vergleich Spur 5 mit Spuren 4 und 3). Für die Bestätigung der 
Ergebnisse wurde ein Reportergen-Assay mit einem STAT5-abhängigen CIS-Promotor-
Luciferasegenkonstrukt in Hek293T-Zellen durchgeführt (Abb. 24B). Die IL-5-induzierte 
Heterodimerisierung von α/gp130YFFFFF und β/OSMR∆1 zeigte im Vergleich zu 
α/gp130YFFFFF und β/IL-31R-YYY eine  fast doppelt so starke Luciferase-Aktivität (Abb. 
24C, Vergleich Spur 1 mit Spur 2). Die Punktmutation von Tyrosin-652 im intrazellulären 
Bereich des IL-31R hob die Induktion des STAT5-abhängigen Reportergens vollständig auf, 
während die Punktmutation von Tyrosin-683 die Induktion nicht weiter beeinträchtigte (Abb. 
23B, Spur 5 im Vergleich zu 4). In der Literatur wird das Gen für das SOCS Familienmitglied 
CIS als stark STAT5-abhängig beschrieben. Überraschenderweise reduzierte die Mutation 
von Tyrosin-721 im zytoplasmatischen Bereich des IL-31R ebenfalls die Luciferase-Aktivität, 
was auf eine zusätzliche Beeinflussung der CIS-Promotorregion durch STAT3 hinweist (Abb. 
24B, Spur 3). Fasst man die Ergebnisse beider Versuche zusammen, so wird die STAT5-
Aktivierung im IL-31R eindeutig über das Tyrosin-652 vermittelt. 
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Abb. 24: Tyrosin-652 im IL-31R vermittelt die STAT5-Aktivierung  
A, Hek293T-Zellen wurden mit pSVL-Expressionsplasmiden für die dargestellten Rezeptorkombinationen und 
einem Expressionsplasmid für STAT5B kotransfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen für 
15 Minuten mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert. Die Zelllysate stimulierter und nicht Zytokin-behandelter Zellen 
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine auf eine PVDF-Membran transferiert. Die Anfärbung 
des Western Blots erfolgte mit einem STAT5-Tyr(P)-694 spezifischen Antikörper. Nach Strippen der Membran 
wurde das Protein mit einem STAT5-spezifischen Antikörper detektiert.  
B, Hek293T-Zellen wurden mit pSVL-Expressionsvektoren für die dargestellten Rezeptorkombinationen und 
einem CIS-Promotor Luciferase-Reportergenkonstrukt transfiziert. Zusätzlich erfolgte eine Kotransfektion der 
Expressionsplasmide für STAT5B und β-Galaktosidase. Ein Tag nach der Transfektion wurden die Zellen für 16 
Stunden mit IL-5 (10 ng/ml) (grau) stimuliert oder unbehandelt gelassen (weiß). Nach Präparation der 
Zellextrakte erfolgte die Messung der Luciferase-Aktivität. Für die Korrektur eventueller Unterschiede in der 
Transfektionseffizienz wurde die Luciferase-Aktivität gegen die gemessene β-Galaktosidase-Aktivität 
abgeglichen. Die dargestellten Daten und Standardabweichungen wurden als Durchschnittswerte dreier 
unabhängiger Messungen ermittelt und auf die Luciferase-Aktivität nicht stimulierter Zellen bezogen. 
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3.2.8 Alle drei Tyrosinmotive des IL-31R tragen zur STAT1-Aktivierung 
bei 
Für die Untersuchung der Tyrosin-vermittelten STAT1-Aktivierung des IL-31R wurden die 
gleichen Rezeptorkonstrukte wie in Abbildung 23C (STAT3-Aktivierung) und Abbildung 
24A (STAT5-Aktivierung) verwendet. Ein Tag nach Transfektion wurden die Hek293T-
Zellen für 15 Minuten mit IL-5 stimuliert. Wie bereits zuvor beobachtet (Abb.20) war die IL-
31R-vermittelte STAT1-Phosphorylierung (α/gp130YFFFFF + β/IL-31R-YYY) im Vergleich 
zu gp130 (α/gp130YFFFFF + β/gp130YYYYYY) wesentlich schwächer ausgeprägt. Der 
individuelle Austausch der Tyrosine im zytoplasmatischen Bereich der IL-31R β-Chimären 
führte in allen Rezeptorkombinationen zu einer Reduktion der STAT1-Phosphorylierung, 
nicht aber zu einem vollständigen Verlust.  Im Unterschied zu der IL-31R-vermittelten 
STAT3- (Tyrosin-721) und STAT5-Aktivierung (Tyrosin-652) leisten alle Tyrosine 
zusammen einen wichtigen Beitrag zur STAT1-Aktivierung (Abb. 25, Spuren 3-5). Dass 
dieser Beitrag tatsächlich Tyrosin-abhängig ist und nicht direkt über eine Bindung von 
STAT1 an die Janus-Kinasen vermittelt wird, konnte mit Hilfe einer zusätzlichen Rezeptor-
kombination (α/gp130YFFFFF + β/IL-31R-B1) gezeigt werden (Abb. 25, Spur 6). Das stark 
verkürzte β/IL-31R-B1 Konstrukt enthielt nur noch die Jak1 rekrutierende Box1-Region, 
während die C-terminal gelegenen Tyrosinmotive deletiert waren. Die fehlende STAT1-
Phosphorylierung bestätigte, dass die STAT1-Aktivierung im IL-31R tatsächlich Tyrosin-
abhängig ist und nicht durch die Bindung von STAT1 an die Janus-Kinasen ausgelöst wird. 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25: Beitrag aller drei 
Tyrosinmotive zur IL-31R vermit-
telten STAT1-Aktivierung 
Hek293T-Zellen wurden mit pSVL-
Expressionsvektoren für die     dar-
gestellten Rezeptorkombinationen 
transfiziert . 
48 Stunden nach der Transfektion 
wurden die Zellen für 15 Minuten 
mit IL-5 (20 ng/ml) stimuliert. 
Aliquots stimulierter und Zytokin-
unbehandelter Zellen wurden gel-
elektrophoretisch aufgetrennt und 
die Proteine auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die An-
färbung des Western Blots erfolgte 
mit einem STAT1-Tyr(P)-701-
spezifischen Antikörper. Nach 
Strippen der Membran wurde das 
Protein mit einem STAT1 
spezifischen Antikörper nachge-
wiesen 
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3.3 Expression von IL-31 in entzündlichen TH1/TH2-vermittelten 
Hauterkrankungen 
Die immunologische Barrierefunktion der Haut basiert auf einer Vielzahl von Zellen zu denen 
die antigenpräsentierenden Langerhans-Zellen, T-Lymphozyten, Endothelzellen, aber auch 
die Keratinozyten und Fibroblasten gehören. Die Haut ist durchzogen von einem dichten 
Netzwerk afferenter lymphatischer Gefäße. Viele chronisch entzündliche Hauterkrankungen 
beruhen auf einer Fehlregulation der immunologischen Komponenten der Haut. Hierbei 
machen die TH1/TH2-vermittelten Erkrankungen wie zum Beispiel die atopische Dermatitis, 
die Psoriasis und das allergische Kontaktekzem den größten Anteil aus. IL-31 transgene 
Mäuse zeigen einen auffälligen Hautphänotyp mit mildem bis schwerem Haarausfall [101]. 
Die Haut ist stark juckend und eine mikroskopische Analyse der Hautläsionen zeigt neben 
Hyperkeratose (Verdickung der Hornschicht) und Akanthose (Verbreiterung der Epidermis) 
eine Einwanderung von inflammatorischen Zellen und das verstärkte Auftreten von 
Mastzellen [101]. Da dieser Hautphänotyp einer atopischen Dermatitis ähnelt, sollte in 
Hautproben von Patienten mit atopischer Dermatits die Expression von IL-31 untersucht 
werden. Zusätzlich wurde die IL-31 Expression in Hautproben von Patienten mit Psoriasis 
und allergischem Kontaktekzem analysiert. Für das murine System wurde bereits gezeigt, 
dass TH2-Zellen im Vergleich zu TH1-Zellen deutlich mehr IL-31 sezernieren [101]. Die 
Messung der Expressionsprofile weiterer TH1- und TH2-Zytokine in den Hautproben 
entzündlicher Hauterkrankungen sollte die Eingruppierung von IL-31 in das humane 
T-Zellsystem ermöglichen.   
3.3.1 Untersuchung der IL-31 Expression im Vergleich zu beschriebenen 
TH1- und TH2-Zytokinen in entzündlichen Hauterkrankungen 
In der Literatur wird die atopische Dermatitis als eine biphasische entzündliche Erkrankung 
der Haut diskutiert, bei der zunächst eine TH2- und im weiteren Verlauf eine TH1-dominierte 
Immunantwort vorherrscht, die sich in der Haut typischerweise als Ekzem manifestiert. 
Antigenspezifisch aktivierte T-Zellen produzieren in der Initialphase, d.h. in den ersten 24 
Stunden nach Allergenkontakt, große Mengen von TH2-Zytokinen (IL-4 und IL-13). Nach 48-
72 Stunden kommt es zu einer Umwandlung der initialen TH2-Immunantwort in eine von 
IFNγ-sezernierenden T-Zellen geprägten TH1-Immunantwort. Die Psoriasis wird als eine 
genetisch determinierte, immunologisch mediierte, chronisch entzündliche Erkrankung der 
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Haut angesehen, die auf einer persistierenden TH1-Antwort basiert. In zahlreichen 
Lehrbüchern wird das allergische Kontaktekzem ebenfalls als eine TH1-vermittelte 
entzündliche Hauterkrankung im Sinne einer Typ IV-Reaktion beschrieben.  
Die Bedeutung des neuen Zytokins IL-31 für TH1/TH2-vermittelte Entzündungsreaktionen der 
Haut wurde an insgesamt 33 Hautbiopsien von Patienten mit atopischer Dermatitis, 60 
Hautbiopsien aus Psoriasis-Gewebe und 56 Hautproben von Patienten mit allergischer 
Kontaktdermatitis im Vergleich zu 10 Biopsien aus gesunder Haut untersucht. Für die 
Entnahme der Hautproben lag ein Ethikvotum (EK1077) vor. Die aus den Hautproben 
isolierte RNA wurde freundlicherweise von der Firma Memorec zur Verfügung gestellt und in 
cDNA umgeschrieben. In die Messung miteinbezogen wurden klassische Marker-Zytokine 
für eine TH2- (IL-4 und IL-13) bzw. TH1- (IFNγ) vermittelte Immunantwort. Da die Rezeptor-
komplexe für OSM (OSMR/gp130) und IL-31 (OSMR/IL-31R) ähnlich aufgebaut sind, 
wurde zusätzlich die Expression von OSM untersucht. OSM wird hauptsächlich von 
aktivierten T-Zellen, aber auch Makrophagen und Neutrophilen sezerniert. Die relativen 
Expressionsprofile der Zytokine wurden mit Hilfe einer Real-time PCR Analyse (Abb. 26A-
E) erstellt und anschließend im Institut für medizinische Statistik des Universitätsklinikum 
der RWTH Aachen nach dem Wilcoxon-Rangsummen-Test (Boxplot-Darstellung Abb. 27A-
E) und der Cluster-Analyse (Dendrogramme Abb. 28A-C) ausgewertet. Für den Wilcoxon-
Rangsummen-Test wurde die mediane Verteilung der relativen Expressionswerte der 
Zytokine berücksichtigt. Die Cluster-Analyse weist Korrelationen zwischen den einzelnen 
Zytokinen auf, die gemeinsam entweder stark oder schwach exprimiert werden. 
In zahlreichen Hautbiopsien von Patienten mit atopischer Dermatitis konnte eine Expression 
von IL-31 nachgewiesen werden (Abb. 26A und Abb. 27A). Dieses Ergebnis erfüllt die 
Erwartungshaltung, da transgene Mäuse nach Überexpression von IL-31 einen der atopischen 
Dermatitis vergleichbaren ekzematösen Hautphänotyp zeigen. Interessanterweise konnte in 
der Cluster-Analyse eine Korrelation zwischen IL-31 und dem TH2-Zytokin IL-4 festgestellt 
werden (Abb. 28A). Das TH2-Zytokin IL-13 ist ebenfalls in vielen Hautproben vertreten, 
korreliert aber nicht direkt mit den Zytokinen IL-31 und IL-4 (Abb. 26C und Abb. 28A). Fünf 
der insgesamt 33 Hautbiopsien von Patienten mit atopischer Dermatitis weisen eine verstärkte 
IFNγ Expression auf (Abb. 26D).   
Eine besonders starke IL-31 Expression konnte auch in zahlreichen  Hautbiopsien von 
Patienten mit allergischer Kontaktdermatitis nachgewiesen werden. Die Werte für den 
relativen mRNA-Gehalt der Zytokine IL-31 und IL-4 lagen teilweise so hoch, dass sie nicht 
für die graphische Darstellung mitberücksichtigt wurden, sondern einzeln aufgelistet sind 
Ergebnisse   
 
69
(Abb. 26A und Abb. 26B). Wie zuvor bei der atopischen Dermatitis konnte auch hier eine 
besonders starke Korrelation zwischen IL-31 und dem TH2-Zytokin IL-4 festgestellt werden 
(Abb. 28C). Insgesamt ergibt sich für das allergische Kontaktekzem ein sehr heterogenes Bild 
der Zytokinprofile, das die Einteilung in eine TH1- oder TH2-vermittelte Hautentzündung 
nicht ermöglicht (Abb. 26A-D). Neben eher TH1- (blaue Pfeilspitzen) oder TH2- (rote 
Pfeilspitzen) dominierten Zytokinantworten zeigen die Hautbiopsien von Patienten mit 
allergischem Kontaktekzem auch Mischtypen, die gleichzeitig hohe Mengen an IFNγ und 
TH2-Zytokinen enthalten (grüne Pfeilspitzen). Die in der Cluster-Anlayse für das allergische 
Kontaktekzem nachgewiesene Korrelation zwischen IFNγ und IL-13 ist auf die Mischtypen 
zurückzuführen (Abb. 28C).  
Da es sich bei der Psoriasis um eine TH1-vermittelte entzündliche Hauterkrankung handelt, 
konnte in den Hautproben eine verstärkte Expression von IFNγ, nicht aber der Zytokine IL-4, 
IL-13 und IL-31  nachgewiesen werden (Abb. 27D, B, C, A). Fasst man die Ergebnisse der 
Studie zusammen, so handelt es sich bei IL-31 sehr wahrscheinlich um ein TH2-Zytokin, da es 
in den Hautproben von atopischer Dermatitis und allergischem Kontaktekzem in  Korrelation 
mit IL-4 nachgewiesen werden konnte.  
Für OSM konnten keine Korrelationen zwischen den Expressionen von TH1- und TH2-
Zytokinen festgestellt werden (Abb. 28A-C). Die Hautbiopsien von Patienten mit 
allergischem Kontaktekzem wiesen die stärkste Expression von OSM auf (Abb. 26E und Abb. 
27E). Drei der insgesamt 33 Hautproben von Patienten mit atopischer Dermatitis  zeigten eine 
den allergischen Kontaktekzemen vergleichbare starke Expression von OSM (Abb. 26E). In 
Hautproben von Psoriasis-Gewebe konnte ebenfalls eine Expression von OSM nachgewiesen 
werden (Abb. 26E und Abb. 27E).  
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Abb. 26: Real-time PCR Analyse der Zytokinexpression in entzündlichen Hauterkrankungen 
Die Expression von IL-31 (A), IL-4 (B), IL-13 (C), IFNγ (D) und OSM (E) wurde in gesunder Haut (GH) und 
Hautbiopsien von Patienten mit atopischer Dermatitis (AD), Psoriasis (Pso) und allergischem Kontaktekzem 
(KE) untersucht. Für die Real-time PCR wurde die aus den Hautproben isolierte RNA in cDNA umgeschrieben. 
Der relative mRNA-Gehalt der Zytokine wurde auf die Expression in gesunder Haut bezogen und die 
gemessenen Werte gegen HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase) normalisiert. Für das allergische 
Kontaktekzem sind einzelne Beispiele einer TH1-dominierten Immunantwort mit blauen Pfeilspitzen markiert 
und Hautbiopsien mit ausgeprägtem TH2-Zytokinprofil mit roten Pfeilspitzen dargestellt. Mischtypen, die 
gleichzeitig einen hohen Gehalt an TH1- und TH2-Zytokinen aufweisen, sind mit grünen Pfeilspitzen 
hervorgehoben. 
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Abb. 27: Boxplot-Darstellung der gemessenen 
Zytokinprofile in entzündlichen Hauter-
krankungen 
Die Real-time PCR Ergebnisse wurden statistisch 
nach dem Wilcoxon-Rangsummen-Test unter 
Berücksichtigung der medianen Verteilung der 
relativen Expressionswerte ausgewertet. Für 
jedes gemessene Zytokin wurde ein Boxplot-
Diagramm erstellt, dass die Messergebnisse in 
gesunder Haut (GH) und Hautbiopsien von 
Patienten mit atopischer Dermatitis (AD), 
Psoriasis (Pso) und allergischem Kontaktekzem 
(KE) zusammenfasst. Gezeigt ist in (A) IL-31, 
(B) IL-4, (C) IL-13, (D) IFNγ und in (E) OSM. 
Da die Zytokinexpression in einigen Haut-
biopsien von Patienten mit allergischem Kontakt-
ekzem extrem hoch lag, wurde für eine bessere 
graphische Darstellung der IL-31 Expression im 
Boxplot-Diagramm A auf vier Proben (KE = 
162,2; KE = 173,7; KE = 468,8; KE = 570,3) und 
für IL-4 im Boxplot  Diagramm C auf insgesamt 
sechs Proben (KE = 131,6; KE = 136,8; KE = 
145,8; KE = 216,9; KE = 305,2; KE = 383,5) 
verzichtet; in die im Anhang gezeigte Be-
rechnung der Median-Werte sind alle Proben
einbezogen. 
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Abb. 28: Cluster-Analyse der gemessenen Zytokinexpression in entzündlichen Hauterkrankungen                                                                                                                      
Die Korrelation der einzelnen Zytokine untereinander ist in Form eines hierarchischen Cluster-Dendrogramms 
für atopische Dermatitis (A), Psoriasis (B) und allergisches Kontaktekzem (C) dargestellt. 
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3.3.2 Expression des IL-31 Rezeptorkomplexes in Keratinozyten und 
dermalen Fibroblasten 
Die humane Haut besteht aus insgesamt drei Schichten: der Epidermis, der Dermis und der 
Subkutis. Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten, während die Dermis 
hauptsächlich aus dermalen Fibroblasten aufgebaut ist. In muriner Haut wurde bereits eine 
deutliche Expression der Rezeptoren IL-31R und OSMR auf mRNA-Ebene gezeigt [101]. Da 
eine IL-31 Expression in den Hautproben von Patienten mit atopischer Dermatitis und 
allergischem Kontaktekzem nachgewiesen werden konnte, sollte die Expression des IL-31 
Rezeptorkomplexes in verschiedenen Zelltypen der Haut untersucht werden. Humane 
Keratinozyten und dermale Fibroblasten wurden aus der Vorhaut fünf verschiedener Spender 
isoliert und mit Hilfe einer Real-time PCR die Expression von OSMR (Abb. 29A) und IL-31R 
(Abb. 29B) analysiert. Bis auf Spender Nr. 5 zeigt der OSMR in dermalen Fibroblasten eine 
deutlich stärkere Expression als in Keratinozyten. Für den IL-31R fällt auf, dass zwei der 
insgesamt fünf Spender eine fast 2,5-fach stärkere Expression des Rezeptors innerhalb der 
Keratinozyten-Population zeigen, während die aus den selben Vorhäuten isolierten dermalen 
Fibroblasten gleichzeitig die niedrigste IL-31R Expression aufweisen. Die aus den Vorhäuten 
der Spender 1, 3 und 5 isolierten Keratinozyten und dermalen Fibroblasten besitzen einen 
ähnlichen IL-31R mRNA Gehalt. Fasst man die Ergebnisse der Rezeptorstudie zusammen, so 
ist eine IL-31 vermittelte Signaltransduktion für Keratinozyten und dermale Fibroblasten 
anzunehmen, da diese Hautzellen eine konstitutive Expression des IL-31 Rezeptorkomplexes 
zeigen. 
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Abb. 29: Real-time PCR Analyse des IL-31 Rezeptorkomplexes in dermalen Fibroblasten und 
Keratinozyten 
Aus fünf verschiedenen Vorhäuten (Spender 1-5) wurden parallel Keratinozyten und dermale Fibroblasten 
isoliert. Nach Umschreiben der RNA in cDNA wurde der relative mRNA-Gehalt der Rezeptoren OSMR (A) und 
IL-31R (B) mittels Real-time PCR bestimmt und auf die Expression der Rezeptoren in Keratinozyten aus 
Spender Nr.1 bezogen. Normalisiert wurden die gemessenen Werte auf die Expression von HPRT.  
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4 Diskussion 
4.1  Bedeutung der IL-6/OSM-abhängigen Regulation der MRP-
Transportproteine für die biochemische Barrierefunktion der  
Haut 
Die Effluxproteine der multidrug-resistance-Transporter Familie leisten einen wichtigen 
Beitrag zur biochemischen Barrierefunktion der Haut, da sie als Detoxifikationssystem 
körperfremde Substanzen aus der Zelle heraustransportieren. Wird die mechanische Barriere 
der Haut durch Verletzung gestört, ist der Organismus besonders stark durch Mikro-
organismen und Xenobiotika bedroht. Die sofortige Einleitung einer schützenden 
Entzündungsreaktion verhindert ein weiteres Eindringen der Mikroorganismen in den Körper 
und vermeidet weitere Schädigung des Gewebes durch toxische Fremdsubstanzen. Im ersten 
Teil der hier vorliegenden Arbeit wurde der stimulierende Einfluss der Entzündungs-
mediatoren IL-6 und OSM auf die Regulation der MRP-Transportproteine in Keratinozyten 
und dermalen Fibroblasten untersucht und die verstärkte Expression von MRP-1 in der 
entzündlichen Hauterkrankung Psoriasis nachgewiesen. 
4.1.1 Verstärkte Expression der MRP-Transportproteine in Keratinozyten 
und dermalen Fibroblasten nach IL-6/OSM Stimulation 
Erste Hinweise für eine IL-6-abhängige Regulation der MRP-Transportproteine gehen auf 
Studien in humanen Hepatoma-Zelllinien zurück. Auf funktioneller Proteinebene wurde nach 
IL-6 Stimulation eine zweifach gesteigerte Efflux-Aktivität der MRP-Transportproteine in 
HepG2-Zellen und HuH7-Zellen nachgewiesen [105]. Während in HepG2-Zellen die 
gesteigerte Efflux-Aktivität auf eine 1,8-fach stärkere Transkription von MRP-1 zurück-
zuführen ist, wird in HuH7-Zellen MRP-3 verstärkt transkribiert [105]. In der Haut konnte 
bereits in einer früheren Publikation eine konstitutive Expression von MRP-1, MRP-3, 
MRP-4, MRP-5, MRP-6 und -7 nachgewiesen werden [7]. Für die Versuche wurden 
proliferierende Keratinozyten und dermale Fibroblasten mit IL-6 und dem löslichen IL-6 
Rezeptor (sIL-6R) stimuliert. Der lösliche IL-6 Rezeptor diente als Ausgleich für eine 
eventuell fehlende oder limitierend vorliegende Expression der membrangebundenen Form 
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des IL-6R. Es ist bekannt, dass T-Zellen die lösliche Form des IL-6R entweder durch 
limitierte Proteolyse (shedding) oder auch de novo durch alternatives splicing bilden können 
[106]. In vivo wird der lösliche Rezeptor vor allem von in die Haut infiltrierenden Leukozyten 
während einer Entzündungsreaktion sezerniert [107]. Die cDNA Microarray Analyse von IL-
6/sIL-6R induzierten Genen in Keratinozyten zeigte eine 1,74- fach gesteigerte Expression 
von MRP-1 (Abb. 10D) und ist mit der in HepG2-Zellen erzielten 1,8-fachen Hochregulation 
von MRP-1 auf mRNA-Ebene vergleichbar.  Zusätzlich konnte in einer Real-time PCR eine 
2,5-fach gesteigerte Expression von MRP-3 nach IL-6/sIL-6R Stimulation in Keratinozyten 
gezeigt werden (Abb. 10A). Die pro-inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNFα spielen bei 
der Vermittlung von entzündlichen Prozessen in der Haut ebenfalls eine wichtige Rolle. In 
ruhenden Keratinozyten wird IL-1 produziert, aber erst nach Verletzung der Epidermis oder 
Aktivierung der Toll-like Rezeptoren sezerniert [30]. TNFα kann nach massiver Ausschüttung 
aus dermalen Makrophagen und Mastzellen eine Gewebsschädigung durch apoptotische 
Vorgänge in Keratinozyten auslösen [108]. Im Unterschied zu IL-6 zeigten die Zytokine 
IL-1β und TNFα  keinen Effekt auf die basale Expression der MRP-Transportproteine in 
Keratinozyten (Abb. 10C). Das anti-inflammatorische Zytokin TGFβ beeinflusste ebenfalls 
nicht die Regulation von MRP-1 und MRP-3 (Abb. 10C). 
In dermalen Fibroblasten führte die Stimulation mit IL-6/sIL-6R zu einer 1,8-fach 
gesteigerten Expression von MRP-3, ohne Beeinflussung der Expression von MRP-1, MRP-4 
und MRP-5 (Abb. 9). OSM besitzt dagegen einen stimulierenden Einfluss auf die Expression 
aller vier untersuchten MRP-Familienmitglieder (Abb. 9), während in Keratinozyten nur 
MRP-1 nach OSM Stimulation verstärkt transkribiert wurde, nicht aber MRP-3 (Abb. 10B). 
Die Transporter MRP-3 und MRP-4 wurden mit einer 2-fachen Hochregulation der mRNA 
besonders stark nach OSM Stimulation in dermalen Fibroblasten beeinflusst (Abb. 9). 
Interessanterweise können die MRP-Effluxproteine die Zelle nicht nur vor toxischen 
Fremdsubstanzen schützen, sondern auch endogene Substanzen wie die entzündungs-
fördernden Prostaglandine und Leukotriene transportieren. So wurde zum Beispiel für MRP-4 
der Transport von Prostaglandin E1 (PGE1) und E2 (PGE2) beschrieben [19]. Die Freisetzung 
von Prostaglandinen während einer Entzündungsreaktion führt zu einer verstärkten 
Vasodilatation und Vasopermeabilität, da sie die glatte Muskulatur der Blutgefäße beein-
flussen. Die Synthese der Prostaglandine erfolgt im ersten Schritt durch die Freisetzung von 
Arachidonsäure aus Membranphospholipiden über die Aktivierung der Phospholipase A2. 
Anschließend wird die freigesetzte Arachidonsäure mit Hilfe der Zyklooxygenasen Cox-1 und 
Cox-2 in die Prostaglandine umgesetzt. OSM kann die Expression von Cox-2 in Astrozyten 
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[109] und vaskulären glatten Muskelzellen [110] verstärken und so die Synthese von PGE2 
erhöhen. Dieser Effekt lässt sich durch die gleichzeitige Stimulation mit IL-1β synergistisch 
verstärken.  
MRP-1 spielt eine wichtige Rolle im Transport von Cysteinyl-Leukotrien C4 (LTC4), das 
ähnlich den Prostaglandinen eine vasoaktive Wirkung besitzt und über eine Steigerung der 
Gefäßpermeabilität zu Ödemen führen kann [8]. In MRP-1 defizienten Mäusen zeigt sich 
nach Applikation von Arachidonsäure auf die Ohren nur eine geringe Ödembildung, da in 
Mastzellen synthetisiertes LTC4 nicht mehr durch MRP-1 freigesetzt werden kann [111]. 
Außer den Mastzellen können noch Basophile, Eosinophile und dendritische Zellen LTC4 
produzieren [112, 113]. In MRP-1 defizienten Mäusen ist die Auswanderung von 
dendritischen Zellen nach Antigenaufnahme aus der Epidermis in die peripheren Lymph-
knoten gestört, da LTC4 nicht mehr aus Mastzellen oder den dendritischen Zellen selber 
transportiert werden kann [114]. LTC4 wird in der extrazellulären Umgebung in LTD4 und 
LTE4  umgesetzt und kann in dieser Form an die Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptoren der 
dendritischen Zellen binden. Die Bindung führt zu einer Induktion des Chemokinrezeptors 
CCR7 und die dendritischen Zellen sind jetzt in der Lage, auf das Chemokin CCL19 mit einer 
Migration in die peripheren Lymphknoten zu reagieren [20].  
Der stimulierende Einfluss von IL-6/sIL-6R und OSM auf die Expression der Efflux-
transporter MRP-1, -3, -4 und -5 konnte nicht nur mit Hilfe von Real-time PCR, semi-
quantitativer RT-PCR und cDNA Microarray Analyse gezeigt werden, sondern auch in 
epidermalen Keratinozyten und dermalen Fibroblasten auf Proteinebene mit einem 
funktionellen Transporter-Assay bestätigt werden (Abb. 16A, B). In vivo wird IL-6 nach 
Infektionen und Verletzungen der Haut von aktivierten Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen, 
Mastzellen, Neutrophilen, Fibroblasten, Keratinozyten, Endothelzellen und vaskulären glatten 
Muskelzellen freigesetzt [107]. Das Zytokin OSM wird ebenfalls von aktivierten T-Zellen, 
Makrophagen und Neutrophilen sezerniert [86, 87]. Die IL-6/OSM-abhängige Regulation der 
MRP-Transportproteine könnte in vivo nicht nur helfen die biochemische Barriere trotz 
verstärkten Eindringens von Xenobiotika bei Verletzung der Haut aufrechtzuerhalten, sondern 
auch lebensrettende Entzündungsreaktionen durch den verstärkten Transport von 
Entzündungsmediatoren wie den oben erwähnten Prostaglandinen und Leukotrienen  fördern, 
die ein weiteres Ausbreiten von pathogenen Mikroorganismen in den Körper verhindern 
sollen. 
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4.1.2 Modulation der Zytokin-abhängigen MRP-Expression durch Fibro-
blasten/Keratinozyten cross-talk 
Mit Hilfe des Transwell-Modells, in dem Keratinozyten und Fibroblasten durch eine 
Membran voneinander getrennt sind, lassen sich cross-talk-Mechanismen zwischen den 
verschiedenen Zelltypen besonders gut untersuchen. Die IL-6/sIL-6R Stimulation führte in 
Keratinozyten aus Monokulturen und Fibroblasten-Kokulturen zu einer verstärkten 
Transkription der Transportproteine MRP-1 und MRP-3, während die Inkubation mit IL-1β 
nur in den kokultivierten Keratinozyten einen positiven Effekt auf die Expression der MRP-
Transportproteine ergab (Abb. 11). In der Literatur wurde für Keratinozyten und dermale 
Fibroblasten eine verstärkte Freisetzung von IL-6 nach IL-1 Stimulation beschrieben [115]. 
Vermutlich reicht die aus Keratinozyten freigesetzte Menge an IL-6 nicht aus, um in 
Monokulturen eine messbare Hochregulation der MRP-Transportproteine nach IL-1β 
Stimulation zu bewirken, während sich in den Kokulturen ein additiver Effekt der frei-
gesetzten IL-6 Menge aus Keratinozyten und Fibroblasten ergibt. Mehrere crosstalk-
Mechanismen zwischen Keratinozyten und Fibroblasten wurden bisher beschrieben. So 
bewirkt zum Beispiel die Stimulation von Fibroblasten mit IL-6 eine Freisetzung von KGF 
(keratinocyte growth factor) und verstärkt so die für den Wundheilungsprozess wichtige 
Keratinozyten-Proliferation [116]. Ein aus Fibroblasten nach IL-6 Stimulation freigesetzter 
und noch unbekannter Faktor führt zu einer verstärkten Migration der Keratinozyten [117]. 
Die Beispiele aus der Literatur und die eigenen Daten zeigen, dass die epidermalen 
Keratinozyten und dermalen Fibroblasten in der Haut zwar getrennt voneinander liegen, aber 
durch freigesetzte Zytokine, Wachstumsfaktoren und Chemokine miteinander kommunizieren 
können.  
4.1.3 Verstärkte Expression von MRP-1 in der entzündlichen Haut-
erkrankung Psoriasis 
Die Psoriasis ist eine genetisch determinierte chronisch entzündliche Hauterkrankung, die 
sehr wahrscheinlich auf ein noch unbekanntes Autoantigen zurückzuführen ist [118, 119]. 
Epidermal ist sie durch eine starke Keratinozytenproliferation mit gleichzeitig gestörter 
Differenzierung gekennzeichnet, was zu einer starken Verbreiterung (Akanthose) und 
Verwerfung der Epidermis (Papillomatose) führt. Die schuppenden Herde sind eine Folge des 
gestörten Differenzierungsvorgangs der Keratinozyten, da die Kittsubstanz zwischen den 
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Hornzellen nur mangelhaft ausgebildet wird. Die Entzündung wird in einer psoriatischen 
Plaque durch die Proliferation und Aktivierung von CD4+ und CD8+ Gedächtnis-T-Zellen 
unterhalten, die durch die ständige Präsentation des noch unbekannten Autoantigens angeregt 
werden [38].  Die CD8+ Zellen spielen wahrscheinlich die funktionell wichtigere Rolle, da bei 
Spontanremissionen die Zahl der intraepidermalen CD8+ Zellen stark zurückgeht. Biopsien 
von Patienten mit Psoriasis zeigen eine starke Überexpression von IL-6 [57] und nach 
Anlegen organotypischer Kulturen aus läsionaler Haut wurde eine verstärkte Freisetzung von 
OSM und LIF beobachtet [93]. Die verstärkte Expression von MRP-1 in einem Gewebe-
schnitt einer Hautbiopsie eines Psoriasis-Patienten (Abb. 15B) korreliert somit mit der 
Überexpression von IL-6 und OSM, die in vivo nach Aktivierung von T-Zellen freigesetzt 
werden. IL-6-defiziente Mäuse zeigen nach mechanischer Verletzung der Haut eine stark 
reduzierte Reparatur der epidermalen Barriere, die durch die topische Applikation von IL-6 
normalisiert werden kann [120]. In Wildtyp-Mäusen lässt sich nach mechanischer Verletzung 
der Haut ein rascher Anstieg von IL-6 mit starker STAT3-Phosphorylierung detektieren, die 
in IL-6 defizienten Mäusen nur schwach ausgeprägt ist. STAT3-defiziente Mäuse sind 
resistent gegenüber der Ausbildung von epithelialen Tumoren nach Phorbolesterbehandlung 
und die Ausschaltung von STAT3 mit decoy Oligonukleotiden verhindert die Proliferation 
von Keratinozyten [121]. Interessanterweise konnte im Unterschied zur chronischen 
Dermatitis in humanem Psoriasisgewebe eine starke konstitutive Aktivierung von STAT3 
festgestellt werden [122]. Die Überexpression von STAT3 unter der Kontrolle eines Keratin5-
Promotors führt zur spontanen Ausbildung von psoriatischen Plaques in Mäusen. Diese 
Beobachtungen veranlassen zu der Spekulation, dass die in psoriatischem Gewebe 
nachgewiesene verstärkte Expression von MRP-1 in Keratinozyten möglicherweise auf die 
starke STAT3-Aktivierung in Anwesenheit von IL-6 und OSM zurückzuführen ist. Sowohl 
OSM als auch IL-6 wurden als starke STAT3-Aktivatoren in der Literatur beschrieben [67, 
68, 96, 97].  
4.1.4 IL-6/OSM-abhängige Signaltransduktion in dermalen Fibroblasten 
und deren Konsequenz für die Expression der MRP-Transport-
proteine 
Die Stimulation mit IL-6/sIL-6R und OSM löst in dermalen Fibroblasten eine Aktivierung des 
Jak/STAT- sowie des PI3-Kinase-Signalweges, aber auch der MAP-Kinasen-Kaskade aus. Im 
Vergleich zu IL-6 bewirkt OSM eine besonders starke Aktivierung der MAP-Kinasen Erk1/2 
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und p38 (Abb. 12A und B). Die Aktivierung des downstream Substrats der PI3-Kinase 
PKB/Akt ist ebenfalls nach OSM Stimulation besonders stark ausgeprägt (Abb. 12A). 
Besonders auffallend ist die lang andauernde Phosphorylierung der STAT-Faktoren STAT1 
und STAT3 (Abb. 12A und B). Auch nach 24 Stunden kann in dermalen Fibroblasten noch 
eine deutliche Phosphorylierung von STAT3 und weniger stark ausgeprägt auch von STAT1 
detektiert werden.  
Für die Promotorregion von MRP-2 wurde eine putative Bindungsstelle für den 
Transkriptionsfaktor NF-IL-6 beschrieben, der nach Auslösung der Ras/Raf/MAP-Kinasen 
Kaskade durch die MAP-Kinasen aktiviert werden kann [123]. Die γ-Bestrahlung einer 
humanen leukämischen T-Zelllinie löst eine verstärkte Transkription von MRP-1 aus, die 
vermutlich auf eine Aktivierung der Stress-aktivierten MAP-Kinasen p38 und JNK 
zurückzuführen ist [124]. Die Inhibition der Ras/Raf/MAP-Kinasen Kaskade durch den 
MEK1 Inhibitor U0126 zeigte keinen Effekt auf die OSM-induzierte verstärkte Expression 
von MRP-1, -3, -4 und -5 in dermalen Fibroblasten (Abb. 14A). Da nach der Langzeit-
inkubation mit U0126 nicht nur die MAP-Kinasen Erk1/2, sondern auch unspezifisch die 
Aktivierung von p38 inhibiert wurde (Abb. 13), konnte gleichzeitig die Beteiligung von p38 
an der Hochregulation der MRP-Transportproteine ausgeschlossen werden. 
Der PI3-Kinase Signalweg spielt in vielen Zelltypen eine wichtige Rolle für die Zell-
proliferation und das Überleben der Zellen. Negativ reguliert wird dieser Signalweg über das 
Tumorsuppressor-Protein PTEN, das in 60% aller Prostatakarzinom Patienten mutiert 
vorliegt. Im Vergleich zu der PTEN-positiven Prostatakrebszelllinie DU145 zeigt die PTEN-
negative Zelllinie PC3 eine erhöhte Chemoresistenz gegenüber dem DNA-Interkalanz 
Doxorubicin und dem Kernspindelabbau hemmenden Paclitaxel [125]. Die stabile 
Transfektion von DU145 Zellen mit einer konstitutiv aktiven Form der katalytischen PI3-
Kinase Untereinheit p110 führte zu einer verstärkten Expression von MRP-1 und deutlicher 
Steigerung der Chemoresistenz gegenüber Doxorubicin und Paclitaxel. Für die Eierstock-
krebszelllinie DOV13 wurde ebenfalls eine erhöhte Chemoresistenz gegenüber Paclitaxel 
nach Transfektion mit einer konstitutiv aktiven p110 Untereinheit der PI3-Kinase berichtet 
[126]. Der gleiche Effekt einer erhöhten Chemoresistenz tritt nach Transfektion einer 
konstitutiv aktiven Form von PKB/Akt in die Brustkrebszelllinie MCF7 auf [127]. In 
dermalen Fibroblasten wurde ebenfalls die Rolle der PI3-Kinase für die Hochregulation der 
MRP-Transportproteine untersucht, da sie nach OSM-Stimulation eine besonders starke 
Aktivierung von Akt zeigten. Tatsächlich konnte die Inkubation mit dem PI3-Kinase Inhibitor 
LY294002 die OSM-abhängige Hochregulation von MRP-4 verhindern (Abb. 14B). Für die 
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anderen Familienmitglieder konnte leider keine Aussage getroffen werden, da die alleinige 
Gabe von LY294002 bereits zu einer starken Induktion der MRP-Transportproteine führte, 
was auf eine Beeinflussung der xenobiotica response Elemente (XRE) in den Promotor-
regionen schließen lässt.  
Einige Krebsarten wie zum Beispiel das multiple Myelom oder das Non-Hodgkin Lymphom 
zeichnen sich durch eine konstitutive Aktivierung von STAT3 aus [128]. Es konnte gezeigt 
werden, dass die konstitutive STAT3-Aktivierung in direktem Zusammenhang mit einer 
erhöhten Resistenz gegenüber in der Chemotherapie verwendeten Agenzien steht. So führte 
die Inhibition der konstitutiven STAT3-Aktivierung in einer IL-6 abhängig wachsenden 
multiplen Myelom Zelllinie U266 und in einer IL-10 abhängig wachsenden Non-Hodgkin 
Lymphom Zelllinie zu einer erhöhten Apoptoserate nach Inkubation mit der DNA-Strang 
quervernetzenden Substanz Cisplatin. Die auffällig lang anhaltende starke STAT3-
Aktivierung nach IL-6/sIL-6R und OSM Stimulation könnte in dermalen Fibroblasten an der 
verstärkten Expression der MRP-Transportproteine beteiligt sein. Eine Inhibition der STAT3-
Aktivierung durch STAT3 siRNA könnte daher zur Aufklärung des Mechanismus beitragen.  
4.2  Bedeutung des IL-31/IL-31R/OSMR Komplexes für die 
immunologische Barriere der Haut 
Dillon et al. beschrieben erst kürzlich die Entdeckung des neuen Zytokins IL-31, das sehr 
wahrscheinlich von Bedeutung für die immunologische Barrierefunktion der Haut ist [101]. 
Die Invasion von Mikroorganismen in die Haut löst eine Reihe von immunologischen 
Abwehrmechanismen aus, zu denen unter anderem die Aktivierung von Makrophagen, 
Mastzellen, dendritischen Zellen, Langerhans-Zellen und T-Zellen gehören. Die starke 
Hochregulation von IL-31R nach IFNγ- und des OSMR nach LPS-Stimulation in Monozyten 
deutet auf eine Funktion des IL-31 Rezeptorkomplexes in der Antigenpräsentation hin. 
Transgene Mäuse zeigen nach Überexpression von IL-31 einen stark entzündlichen Haut-
phänotyp mit zahlreichen Hautläsionen, die durch starken Juckreiz, Haarausfall (Alopezie), 
Einwanderung inflammatorischer Zellen, verstärktes Auftreten von Mastzellen, Verdickung 
der Hornschicht (Hyperkeratose) und Verbreiterung der Epidermis (Akanthose) gekenn-
zeichnet sind. Sezerniert wird IL-31 hauptsächlich von aktivierten CD4+ T-Zellen mit einer 
Präferenz von TH2-Zellen gegenüber TH1-Zellen im murinen System. Eine konstitutive 
Expression des IL-31R/OSMR Komplexes konnte in muriner Haut nachgewiesen werden. Für 
die Charakterisierung der immunologischen Barrierefunktion der Haut und ihrer 
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Dysregulation wurde im zweiten Teil der Arbeit zunächst die IL-31R-vermittelte Signal-
transduktion untersucht und anschließend die verstärkte Expression von IL-31 in humanen 
T-Zell-vermittelten entzündlichen Hauterkrankungen nachgewiesen. 
4.2.1 Signaltransduktion des IL-31R in Kombination mit Rezeptoren aus 
der IL-6-Typ Zytokinfamilie 
Die Familie der IL-6-Typ Zytokine wird durch die gemeinsame Nutzung der Rezeptor-
untereinheit gp130 charakterisiert. Der IL-31R steht in enger Verwandtschaft zu dieser 
Familie, da er eine 28%-ige Sequenzhomologie zu gp130 aufweist [103]. Beide Rezeptoren 
sind auf demselben Chromosom 5q11 lokalisiert und sehr wahrscheinlich aus einer 
Genduplikation entstanden. Die extrazelluläre Domäne besteht aus insgesamt fünf 
Fibronektin-Typ-III-ähnlichen Domänen, die das für Zytokinrezeptoren der Klasse I typische 
Zytokin-bindende Modul mit dem WSXWS-Motiv und vier konservierten Cysteinen enthält. 
Der LIFR stellt ebenfalls eine sehr häufige, von insgesamt sechs verschiedenen IL-6-Typ 
Zytokinen genutzte, Rezeptoruntereinheit dar. Im Unterschied zum LIFR wurde der OSMR 
bislang nur als Rezeptoruntereinheit für OSM beschrieben.  
Die mit Hilfe des chimären IL-5 Rezeptorsystems generierten Daten zeigen, dass der IL-31R 
in Kombination mit dem OSMR, gp130 und auch dem LIFR signalisieren kann. Die 
Kombination aus α/OSMR und β/IL-31R zeigte wie erwartet eine sehr gute Induzierbarkeit 
der STAT1-, STAT3- und STAT5-abhängigen Reportergene nach IL-5-Stimulation (Abb. 
19A-C). Diese Kombination entspricht dem von Dillon et al. beschriebenen IL-31 Wildtyp-
Rezeptorkomplex [101]. Die stabile Transfektion von BaF3-Zellen mit dem IL-31R/OSMR 
Komplex führte nach IL-31-Stimulation zu einer starken STAT1-, STAT3- und STAT5-
Phosphorylierung und bestätigt die mit dem chimären IL-5 Rezeptorsystem erhobenen 
Befunde. Erstaunlicherweise führte auch die Kombination aus α/gp130 und β/IL-31R zu einer 
sehr guten Induzierbarkeit der verwendeten STAT-responsiven Reportergene (Abb. 19A-C). 
Da die relativen Luciferase-Aktivitäten teilweise sogar höher im Vergleich zu der chimären 
IL-31R/OSMR Kombination lagen, lässt sich über die in vivo Existenz eines zweiten 
Rezeptorkomplexes bestehend aus IL-31R und gp130 spekulieren. Dass der LIFR zusammen 
mit dem IL-31R einen neuen Rezeptorkomplex bilden könnte, ist eher unwahrscheinlich, da 
die artifizielle Heterodimerisierung dieser Rezeptorkombination nur zu einer schwachen 
STAT-Aktivierung nach IL-5-Stimulation führt (Abb. 19A-C). Die Homodimerisierung des 
IL-31R löst in HepG2- (Abb. 19A-C) und in Hek293T-Zellen (Abb. 20A, B) eine Aktivierung 
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der STAT-Faktoren aus, während in Cos7-Zellen keine Phosphorylierung von STAT3 nach 
IL-5-Stimulation detektiert werden kann (Abb. 21).  
Diveu et al. benutzten für ihre Studien zur Signaltransduktion des IL-31R ähnliche IL-5R 
Konstrukte und schlossen aus der fehlenden Signaltransduktion des IL-31R Homodimers in 
Cos7-Zellen, dass der Rezeptor keinen eigenen Beitrag zur Aktivierung der STAT-Faktoren 
leisten kann [103]. Dies stand bereits im Widerspruch zu Ghilardi et al. die 2002 den IL-31R 
als erste Gruppe unter dem Namen GLMR (gp130-like monocyte receptor) identifizierten 
[102]. Die Gruppe untersuchte die Signaltransduktion des IL-31R in ersten Ansätzen mit 
Hilfe eines chimären growth hormone receptor (GHR) Systems, bestehend aus den extra-
zellulären und Transmembran-Bereichen des GHR und den intrazellulären Bereichen des 
IL-31R. Die Homodimerisierung des IL-31R in 32D-Zellen führte in ihren Versuchen zu 
einer deutlichen Aktivierung von STAT3 und STAT5 nach growth hormone Stimulation. Die 
Cos7-Zellen scheinen daher eher die Ausnahme für ein nicht signalkompetentes IL-31R 
Homodimer darzustellen, was auf Zelltyp-spezifische Unterschiede schließen lässt. Für in 
vivo Bedingungen ist eine Signaltransduktion über ein IL-31R Homodimer nicht anzunehmen, 
da dem IL-31R die N-terminale Immunglobulin-ähnliche Domäne fehlt. IL-6-Typ Zytokine 
interagieren mit ihren Rezeptoren über insgesamt drei Interaktionsstellen, die sogenannten 
sites I, II und III [129]. Die Interaktionsstelle III des Zytokins bindet dabei an die 
Immunglobulin-ähnliche Domäne, die zwingend in einer der beiden Rezeptoruntereinheiten 
enthalten sein muss. In der Rezeptorkombination IL-31R/OSMR besitzt der OSMR die für die 
Zytokinbindung wichtige Immunglobulin-ähnliche Domäne.  
Die Untersuchung des alleinigen Beitrags zur Signaltransduktion ergab, dass der IL-31R ein 
guter STAT3-, aber nur schwacher STAT1-Aktivator ist. Ermöglicht wurde die Untersuchung 
durch eine IL-31R Homodimerisierung (Abb. 20A und Abb. 20B) oder Heterodimerisierung 
des zytoplasmatischen Bereichs des IL-31R mit den stark verkürzten Box1/2-Konstrukten des 
gp130 (Abb. 20B) und OSMR (Abb. 20A), die nur die Janus-Kinasen-bindenden Box1/2-
Regionen enthielten. Der IL-31R enthält ebenfalls eine prolinreiche Sequenz im 
zytoplasmatischen Bereich, die der stark konservierten Box1-Region der IL-6-Typ Zytokin-
rezeptoren entspricht. Die starke Phosphorylierung von Jak1 nach IL-5 induzierter Homo-
dimerisierung des IL-31R (Abb. 20A) deutet auf eine wichtige Funktion von Jak1 für die 
IL-31-vermittelte Signaltransduktion hin. Die Stimulation der Glioblastom-Zelllinie GO-G-
UVM mit IL-31 bestätigt dieses Ergebnis, da der Wildtyp-Rezeptorkomplex nach Bindung 
des Zytokins eine starke Jak1-Phosphorylierung vermittelt, während Jak2 nur schwach 
aktiviert wird [130].  
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4.2.2 Identifizierung der STAT3- und STAT5-Rekrutierungsstellen im 
zytoplasmatischen Bereich des IL-31R 
Für eine detaillierte Mutagenese-Studie der IL-31R-vermittelten Signaltransduktion wurden 
die im zytoplasmatischen Bereich des IL-31R enthaltenen Tyrosine Y652, Y683 und Y721 
einzeln gegen Phenylalanine ersetzt. Mit Hilfe einer IL-5-induzierten Homodimerisierung der 
mutierten Rezeptorketten oder der Heterodimerisierung mit einem gp130 Konstrukt, dessen 
signalweiterleitende Tyrosine gegen Phenylalanin ausgetauscht waren, konnte der spezifische 
Beitrag der IL-31R-Tyrosine zur Aktivierung der STAT-Faktoren untersucht werden. Für die 
Aktivierung und Bindung von STAT3 wurde eindeutig das Tyrosin-721 im zytoplasmatischen 
Bereich des IL-31R identifiziert. Der Austausch von Tyrosin-721 gegen Phenylalanin führte 
nach IL-5-induzierter Homodimerisierung der mutierten IL-31 Rezeptorketten zu einem 
vollständigen Verlust der Induktion eines STAT3-abhängigen Luciferase-Reportergen-
konstruktes (α2M-Promotor-Luc) in HepG2-Zellen (Abb. 23A). Unterstrichen wurde die 
besondere Bedeutung von Tyrosin-721 für die STAT3-Aktivierung durch die fehlende 
Tyrosin-Phosphorylierung von STAT3 nach IL-5-induzierter Heterodimerisierung von 
α/gp130YFFFFF mit der Tyrosin-721 Mutante β/IL-31R-YYF in Hek293T-Zellen (Abb. 
23C). Die Bindung von STAT3 an das Tyrosin-721 im IL-31R bewies die Koimmuno-
präzipitation von STAT3 mit der phosphorylierten β/IL-31R-YYY Chimäre, die durch die 
Mutation Y721F aufgehoben wurde (Abb. 23D). Diveu et al. vermuteten, dass der IL-31R 
keinen eigenen Beitrag zur STAT3-Aktivierung leisten kann, da die für die signal-
transduzierenden Rezeptoren der IL-6-Typ Zytokinfamilie typische STAT3-Bindungssequenz 
YXXQ im zytoplasmatischen Bereich des IL-31R fehlt [103]. In einer Studie mit 
Phosphotyrosin-Peptiden wurde die bevorzugte Aminosäureabfolge für die Rekrutierung der 
STAT3-SH2 Domäne untersucht und die Sequenz Phosphotyrosin-(basische oder hydrophobe 
Aminosäure)-(Prolin oder basische Aminosäure)-Glutamin  identifiziert [131]. Mit Y721LKN 
besitzt der IL-31R ein ganz ähnliches Motiv, da die Aminosäuren Glutamin und Asparagin 
am nächsten miteinander verwandt sind und daher die Grundvoraussetzung für die Bindung 
von STAT3 trotz des Aminosäurenaustausches gut erfüllt wird. Dies könnte die Erklärung für 
die Vermittlung einer Tyrosin-721 abhängigen STAT3-Aktivierung im IL-31R über ein leicht 
abgewandeltes Motiv sein.  
Für die Aktivierung von STAT5 wurde das Tyrosin-652 im zytoplasmatischen Bereich des 
IL-31R identifiziert. Wie auch Tyrosin-721 ist dieses Tyrosin zwischen der humanen und 
murinen Sequenz des IL-31R konserviert, was bereits auf eine wichtige Funktion dieses 
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Tyrosins in der Signaltransduktion schließen lässt [102]. Die IL-5-induzierte Hetero-
dimerisierung von α/gp130YFFFFF mit der Tyrosin-652 Mutante β/IL-31R-FYY führte 
weder im Reportergen-Assay zu einer Induktion des STAT5-abhängigen Luciferasegen-
konstruktes (CIS-Promotor-Luc, Abb. 24B), noch zu einer Tyrosin-Phosphorylierung von 
STAT5 in einer Western Blot Analyse (Abb. 24A). Im Vergleich zu STAT3 ist das 
Bindungsmotiv für STAT5 weniger gut konserviert zwischen den einzelnen Zytokin-
rezeptoren. Die im IL-2R definierte STAT5 Bindungsstelle Y510LSL ähnelt in ihrer Amino-
säurensequenz Phosphotyrosin-hydrophobe Aminosäure-hydrophile Aminosäure-X dem, in der 
zytoplasmatischen Domäne des IL-31R enthaltenen, STAT5-aktivierenden Tyrosinmotiv 
Y652VTC [132]. 
Im Unterschied zu der STAT3- und STAT5-Aktivierung wird die STAT1-Aktivierung des 
IL-31R nicht über ein einzelnes Tyrosinmotiv vermittelt. Die IL-5-induzierte Hetero-
dimerisierung von α/gp130YFFFFF mit den einzelnen Punkmutanten des IL-31R zeigte, dass 
alle Tyrosinmotive zu gleichen Anteilen an der STAT1-Aktivierung beteiligt sind (Abb. 25). 
Dass die STAT1-Aktivierung direkt über die Tyrosine läuft und nicht durch eine Bindung von 
STAT1 an die Janus-Kinasen ausgelöst wird, bewies die fehlende Phosphorylierung von 
STAT1 nach Heterodimerisierung von α/gp130FYYYYY mit einem stark verkürzten β/IL-
31R-B1 Konstrukt, das nur noch die die Janus-Kinase rekrutierende Box1-Region enthielt 
(Abb. 25).  
4.2.3 Ausschluss einer IL-31R-vermittelten Aktivierung der MAP-Kinasen 
Die meisten Zytokinrezeptoren aktivieren neben dem Jak/STAT Signalweg zusätzlich die 
Ras/Raf/MAP-Kinasen Kaskade. Die hier vorgelegten Daten zeigen jedoch, dass der IL-31R 
im Gegensatz zu seinen nächsten Verwandten gp130 und OSMR die MAP-Kinasen Erk1/2 
nicht aktivieren kann. Die IL-5-induzierte Homodimerisierung  bzw. die Heterodimerisierung 
von IL-31R mit den stark verkürzten nur noch die Box1/2-Regionen enthaltenden OSMR und 
gp130 Rezeptorkonstrukten führte in einer Western Blot Analyse zu keiner Phosphorylierung 
der MAP-Kinasen Erk1/2 (Abb. 22A und Abb. 22B). Dies liegt vor allem an der fehlenden 
Rekrutierung wichtiger Adaptorproteine an den IL-31R, die für die Aktivierung der 
Ras/Raf/MAP-Kinasen Kaskade unbedingt erforderlich sind. So aktiviert gp130 die 
Ras/Raf/MAP-Kinasen durch die Bindung von SHP-2 an Tyrosin-759 [67], während für den 
OSMR die Bindung von Shc an Tyrosin-861 ausschlaggebend ist [98]. In einer Koimmuno-
präzipitations-Studie konnte gezeigt werden, dass weder die Tyrosin-Phosphatase SHP-2 noch 
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das Adaptorprotein Shc an den zytoplasmatischen Bereich des IL-31R binden können (Abb. 
22C). Die fehlende Bindung von SHP-2 ist von besonderer Bedeutung, da SHP-2 auch an der 
negativen Regulation von Signaltranduktionsprozessen beteiligt ist [81]. Die IL-5-induzierte 
Heterodimerisierung von α/OSMR∆1 und β/IL-31R führt dagegen zu einer Phosphorylierung 
der MAP-Kinasen Erk1/2, da der OSMR über die Bindung von Shc die Ras/Raf/MAP-
Kinasen Kaskade in diesem chimären Rezeptorkomplex auslösen kann (Abb. 22A). Die 
Stimulation einer Glioblastoma-Zelllinie mit IL-31 belegt dies, da auch hier nach Aktivierung 
des IL-31 Wildtyp-Rezeptorkomplexes eine Phosphorylierung von Shc und der MAP-Kinasen 
nachgewiesen werden konnte [130].   
4.2.4 Der IL-31R/OSMR Komplex 
Die schematische Darstellung des IL-31 Rezeptorkomplexes fasst die in der vorliegenden 
Arbeit ermittelten Ergebnisse zur Signaltransduktion des IL-31R zusammen und bringt sie in 
einen Gesamtkontext mit publizierten Daten zur Signaltransduktion des OSMR. Die Bindung 
von Jak1 und die identifizierten Rekrutierungsstellen für STAT3 und STAT5 sind für den 
IL-31R eingezeichnet. Die ebenfalls Tyrosin-abhängige STAT1-Aktivierung, die aber nicht 
über ein einzelnes Tyrosinmotiv vermittelt wird, ist nicht dargestellt. Im Gegensatz zum 
OSMR ist der IL-31R nicht in der Lage die MAPK zu aktivieren, da er weder SHP-2 noch 
Shc binden kann. Im IL-31 Rezeptorkomplex ist daher nur eine Untereinheit zur MAPK-
Aktivierung befähigt. Die Bindung von Shc an den OSMR führt zu der Rekrutierung des 
Adaptorproteins Grb2, welches konstitutiv mit dem Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor SOS 
assoziiert ist [98, 133]. Die Guanin-Nukleotid-Austauschfaktoren translozieren an die 
Membran und lösen von dort die eingezeichnete kaskadenartige Aktivierung der MAP-
Kinasen Erk1/2, JNK und p38 aus [88, 99].  Für den OSMR ist bekannt, dass er die Janus-
Kinasen Jak1 und Jak2 bindet [96] und die im Vergleich zum IL-31R gleichen STAT-
Faktoren STAT1, STAT3 und STAT5 aktiviert [96, 97] (nicht dargestellt). Da weder der 
IL-31R noch der OSMR die Tyrosinphosphatase SHP-2 rekrutieren kann, bleibt die Frage 
nach einer negativen Regulation der IL-31 Signaltransduktion durch Phosphatasen weiterhin 
offen.   
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Abb. 30: Modell für die IL-31-vermittelte Signaltransduktion.                                  
Die Bindung des Zytokins löst die im vorangegangenen Text erläuterten Signalwege aus. Nicht bekannte Schritte 
in der Signalweiterleitung sind durch Fragezeichen markiert. 
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4.2.5 Expression von Interleukin-31 in atopischer Dermatitis und 
allergischem Kontaktekzem 
Die Analyse der Zytokinprofile in entzündlichen TH1/TH2-vermittelten Hauterkrankungen 
ergab, dass IL-31 in atopischer Dermatitis und allergischem Kontaktekzem, nicht aber in 
Hautbiopsien von Patienten mit Psoriasis verstärkt exprimiert wird (Abb. 27A). 
Die atopische Dermatitis wird als eine biphasische entzündliche Hauterkrankung diskutiert, 
bei der zunächst eine TH2- und im weiteren Verlauf eine TH1-dominierte Immunantwort 
vorherrscht [32]. 60% der AD-Patienten entwickeln die Krankheit im 1. Lebensjahr und 
weitere 30% in den darauffolgenden 4 Jahren. Im Erwachsenenalter ist diese Erkrankung eher 
selten anzutreffen, da sie sich meist während der Pubertät zurückbildet. Die ekzematösen 
Hautveränderungen entstehen bei Kindern größtenteils in Folge von Nahrungsmittelallergien, 
während bei Erwachsenen emotionale Stressfaktoren im Vordergrund stehen. Für die 
Initialphase der atopischen Dermatitis wurde eine verstärkte Sekretion der TH2-Zytokine IL-4 
und IL-13 beschrieben, während die chronische Phase durch die Freisetzung des TH1-
Zytokins IFNγ geprägt ist. Die in der Studie gefundene Korrelation zwischen IL-31 und IL-4 
(Abb. 28A) deutet auf eine Beteiligung von IL-31 an den entzündlichen Prozessen der 
Initialphase hin. IL-13 wird ebenfalls in der Mehrzahl der Hautproben exprimiert (Abb. 26C), 
korreliert aber nicht direkt mit IL-4 und IL-31 (Abb. 28A), was auf eine zeitlich versetzte 
Freisetzung aus den TH2-Lymphozyten schließen lässt. Zu den gemeinsamen Aufgaben von 
IL-4 und IL-13 gehört die Induktion der IgE-Antikörperproduktion in B-Zellen. Allerdings 
sind auch nicht redundante Wirkmechanismen bekannt, so wirkt zum Beispiel IL-13 im 
Gegensatz zu IL-4 nicht auf T-Zellen. Da fünf der insgesamt 33 Hautbiopsien von Patienten 
mit atopischer Dermatitis eine besonders starke IFNγ Expression zeigen, wurden diese Haut-
proben vermutlich zu einem späteren Zeitpunkt der chronischen Phase entnommen (Abb. 
26D).  
Im murinen System wird IL-31 hauptsächlich von aktivierten CD4+ T-Zellen sezerniert, mit 
einer Präferenz der TH2- gegenüber den TH1-Zellen [101]. Die Ergebnisse der Studie zeigen, 
dass IL-31 im humanen System sehr wahrscheinlich von aktivierten TH2-Lymphozyten 
sezerniert wird, allerdings kann eine Rolle der Mastzellen in der Freisetzung des Zytokins 
nicht ausgeschlossen werden. Die Degranulation der Mastzellen wird durch die Quer-
vernetzung der IgE-tragenden FcεRI-Rezeptoren nach Allergenkontakt oder auch nach Frei-
setzung von Neuropeptiden aus sensorischen Nervenfasern und aktivierten Keratinozyten 
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ausgelöst [134]. Eine Freisetzung von IL-4 und IL-13 aus Mastzellen konnte bereits 
nachgewiesen werden [135].  
Das allergische Kontaktekzem wird in vielen dermatologischen Lehrbüchern als eine TH1-
vermittelte entzündliche Hauterkrankung im Sinne einer verzögerten Immunreaktion vom 
Typ IV beschrieben. Dies scheint jedoch nur bedingt richtig zu sein, da in den Hautbiopsien 
von Patienten mit allergischem Kontaktekzem (Abb. 26A-D) neben TH1-Zytokinprofilen auch 
TH2-dominierte Immunantworten und TH1/TH2 Mischtypen gefunden wurden. Im Einklang 
mit der atopischen Dermatitis, korreliert IL-31 auch für das allergische Kontaktekzem mit 
IL-4, was die These einer Freisetzung aus aktivierten TH2-Lymphozyten untermauert (Abb. 
28C). Eine Rolle für IL-31 in der Pathogenese allergischer Ekzemreaktionen ist daher 
anzunehmen. Die in der Studie vorgefundenen Mischtypen zeichnen sich durch eine 
besonders starke Expression von IL-13 und IFNγ aus.  
Für das murine System ist bekannt, dass abhängig vom Kontaktallergen verschiedene 
Immunantworten vom verzögerten Typ ausgelöst werden können. So induziert zum Beispiel 
das Kontaktallergen DNFB (Dinitrofluorbenzol) eine TH1-Immunantwort, während die kutane 
Applikation von FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) die Freisetzung von TH2-Zytokinen bewirkt 
[136]. Beim Menschen scheinen ähnliche Mechanismen zu existieren. Periphere T-Lympho-
zyten aus dem Blut von Patienten mit einer Kaliumdichromat-Kontaktallergie zeigen eine 
starke IFNγ Freisetzung [137], während para-Phenylendiamin-spezifische T-Zellklone vor 
allem die TH2-Zytokine IL-4 und IL-5 sezernieren [138]. Für die Kontaktallergene Lidocain 
und Methylisothiazolinon wurde die Auslösung einer gemischten TH1/TH2 Immunantwort 
beschrieben [139, 140]. Sehr widersprüchlich werden die Daten zur Nickelsulfat-
Kontaktallergie diskutiert. Während einige Publikationen von einer TH1-vermittelten 
Immunantwort ausgehen [141, 142], weisen viele Arbeitsgruppen ein TH2-Zytokinprofil [143, 
144] oder auch einen gemischten Phänotyp der T-Helfer-Lymphozyten nach [145-147]. Die 
wiederholte Applikation von 2,4,6-trinitro-Chlorobenzol bewirkt mit der Zeit einen Wechsel 
von einer verzögert einsetzenden TH1- zu einer sehr schnellen TH2-Immunantwort [148].  In 
Mäusen kann dieser Effekt ebenfalls durch die wiederholte epikutane Applikation von 
Allergenen ausgelöst werden [149]. Die Auswertung der in dieser Arbeit generierten Daten 
anhand der Patientenakten sollte eine Einordnung der Allergene nach bevorzugter Immun-
antwort ermöglichen und die Frage nach einer wiederholt vorliegenden Kontaktallergie 
beantworten können.  
Die Psoriasis wird als eine genetisch determinierte, chronisch entzündliche Erkrankung der 
Haut angesehen [38], die auf einer persistierenden TH1-Antwort beruht. Tatsächlich konnte in 
Diskussion  91 
 
den Hautbiopsien aus Psoriasis-Gewebe eine verstärkte Expression von IFNγ, nicht aber der 
TH2-Zytokine IL-4, IL-13 und IL-31 nachgewiesen werden (Abb. 27A-D).  
OSM besitzt für die biologische Funktion von T-Zellen eine wichtige Rolle. Nach 
Aktivierung des T-Zellrezeptors wird zunächst IL-2 freigesetzt, das auf autokrine Art die 
Proliferation und Differenzierung von naїven T-Zellen einleitet. Da das Gen für OSM IL-2-
abhängig reguliert wird, folgt auf die Freisetzung von IL-2 eine Sekretion von OSM aus 
aktivierten T-Zellen [150, 151]. Während sich die Reifung von T-Zellen normalerweise im 
Thymus abspielt, zeigen OSM transgene Mäuse eine Reifung von T-Zellen in den 
Lymphknoten [152]. Weiterhin wurde OSM eine Rolle bei der Proliferation hämatopoetischer 
Vorläuferzellen zugewiesen. CD4+ T-Zellen sind durch die Aktivierung des Transkriptions-
faktors STAT4 an der Regulation der Vorläuferproliferation beteiligt. In STAT4-defizienten 
Mäusen ist die Vorläuferproliferation defekt, kann aber durch eine Injektion von OSM 
ausgeglichen werden [153]. Da OSM hauptsächlich von proliferierenden T-Zellen sezerniert 
wird, konnte OSM in allen drei untersuchten  Hauterkrankungen nachgewiesen werden (Abb. 
26E). Die Hautbiopsien von Patienten mit allergischem Kontaktekzem zeigten im Vergleich 
zur atopischen Dermatitis und Psoriasis eine besonders starke Expression von OSM (Abb. 
27E). Eine eindeutige Zuordnung von OSM als TH1- oder TH2-Zytokin konnte anhand der 
Cluster-Analyse nicht getroffen werden.  
4.2.6 Konstitutive Expression des IL-31 Rezeptorkomplexes in Keratino-
zyten und dermalen Fibroblasten 
Die Expression des IL-31R und des OSMR wurde mit Hilfe von Real-time PCR in primären 
Keratinozyten und dermalen Fibroblasten nachgewiesen, die aus insgesamt fünf 
verschiedenen Vorhäuten isoliert wurden. Abhängig vom Spender schwankte die Expression 
des IL-31R (Abb. 29B). So zeigten zwei der fünf Spender eine fast 2,5-fach stärkere 
Expression des IL-31R in Keratinozyten, während die aus denselben Vorhäuten isolierten 
Fibroblasten gleichzeitig die schwächste IL-31R Expression aufwiesen. Eine Korrelation 
zwischen dem Alter der Spender und der Expressionsstärke der Rezeptoren ließ sich nicht 
feststellen. Ein Vorliegen einer schwachen Entzündung zum Zeitpunkt der Vorhautentfernung 
(Zirkumcision) kann aber nicht ausgeschlossen werden. Eventuell wird die Expressionsstärke 
des IL-31R während einer Entzündung durch die Ausschüttung von Zytokinen wie zum 
Beispiel IFNγ beeinflusst. Dermale Fibroblasten reagieren im Vergleich zu Keratinozyten 
besonders stark auf OSM. Dies ist vermutlich auf die wesentlich stärkere Expression des 
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OSMR in dermalen Fibroblasten zurückzuführen, die bis auf Spender Nr. 5 fast sechsmal 
mehr mRNA für den Rezeptor enthielten (Abb. 29A). Da die in der Haut am stärksten ver-
tretenen Zelltypen eine konstitutive Expression des IL-31 Rezeptorkomplexes zeigen, ist eine 
IL-31-vermittelte Signaltransduktion für Keratinozyten und dermale Fibroblasten anzu-
nehmen.  
Allerdings wurde für den IL-31R auch eine dominant negativ wirkende Spleißvariante 
beschrieben, die intrazellulär nur drei Aminosäurereste besitzt [103]. Die Bindung des 
Zytokins an einen Rezeptorkomplex bestehend aus dem OSMR und der IL-31R 
Spleißvariante kann keine Signaltransduktion auslösen, da die erforderliche zweite Janus-
Kinase nicht mehr an den IL-31R binden kann. Für viele Zelltypen konnte bereits die gleich-
zeitige Expression der langen und kurzen Form des IL-31R gezeigt werden [130]. In 
Keratinozyten und dermalen Fibroblasten wurde die Expression der stark verkürzten Form 
des IL-31R bislang nicht untersucht. Ein Überwiegen der verkürzten IL-31R Form ist für 
Keratinozyten aber nicht anzunehmen, da Dillon et al. neben einer IL-31 induzierten STAT3-
Aktivierung auch die Expression der Chemokine TARC und MDC nachweisen konnten [101]. 
Die Chemokine spielen eine wichtige Rolle in der Anlockung von Gedächtnis-TH2-Zellen in 
die Haut. Hierdurch könnte ein Teufelskreis entstehen, der den Krankheitsverlauf der 
atopischen Dermatitis und allergischem Kontaktekzem beeinflusst. Aktivierte TH2-
Lymphozyten sezernieren IL-31 und stimulieren so die Chemokinsynthese in Keratinozyten, 
die wiederum zu einer verstärkten Einwanderung der TH2-Lympozyten in die Haut führt. Die 
konstitutive Expression des IL-31 Rezeptorkomplexes in dermalen Fibroblasten wurde 
bislang noch nicht publiziert. Ein cross-talk zwischen T-Lymphozyten, Keratinozyten und 
dermalen Fibroblasten ist daher nicht auszuschließen. 
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5 Ausblick 
5.1  Weiterführende Untersuchungen zur IL-6/OSM-abhängigen 
Expression der MRP-Transportproteine in der Haut 
In der vorliegenden Arbeit wurden in ersten Ansätzen die molekularen Mechanismen 
aufgeklärt, die der IL-6/OSM-abhängigen verstärkten Expression der MRP-Transportproteine 
in dermalen Fibroblasten zugrunde liegen. Für die vollständige Aufklärung der beteiligten 
Signalwege und der physiologischen Relevanz einer gesteigerten MRP Genexpression sind 
weitere Versuchsansätze zu folgenden Fragestellungen erforderlich.  
5.1.1 Inwieweit beeinflusst die PI3-Kinase die OSM-abhängige verstärkte 
Expression der MRP-Transportproteine in dermalen Fibroblasten? 
Die Hemmung der PI3-Kinase mit Hilfe des synthetischen Inhibitors LY294002 zeigte, dass 
dieser Signalweg möglicherweise an der OSM-vermittelten verstärkten Expression von MRP-
4 in dermalen Fibroblasten beteiligt ist. Die Studie konnte nicht auf die anderen MRP-
Mitglieder ausgedehnt werden, da LY294002 einen eigenen stark stimulierenden Einfluss auf 
MRP-1, -3 und -5 besitzt. Für die Beantwortung der Frage, ob auch die anderen Familien-
mitglieder durch die PI3-Kinase beeinflusst werden, sollten folgende Versuche durchgeführt 
werden. Die Hemmung der PI3-Kinase kann neben einer Inkubation mit LY294002 auch 
durch die Substanz Wortmannin erzielt werden. Möglicherweise beeinflusst Wortmannin 
nicht die Promotorregion von MRP-1, -3 und -5 und wäre daher besser für die Untersuchung 
der OSM- vermittelten Hochregulation der MRP-Transportproteine in Abhängigkeit von der 
PI3-Kinase geeignet. Die AmaxaTM-Technologie ermöglicht mit Hilfe von optimierten 
Elektroporationsprotokollen und zellspezifischen Lösungen die effiziente Transfektion von 
dermalen Fibroblasten. Die Transfektion einer dominant-negativen Form der katalytischen 
p110 Untereinheit der PI3-Kinase oder auch des downstream-Substrats PKB/Akt könnte die 
Frage nach einer Beteiligung des PI3-Kinase Signalweges an der OSM-abhängigen 
Hochregulation der MRP-Transportproteine beantworten. Für die Sicherstellung, dass nur 
transfizierte Zellen im Versuch zum Einsatz kommen, sollte die gleichzeitige Transfektion 
eines GFP-Plasmids erfolgen. Über die Fluoreszenz lassen sich die transfizierten Zellen im 
FACS-Gerät (Zellsorter) selektionieren. Die Verwendung von p110- oder PKB/Akt-
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spezifischer siRNA wäre ebenfalls eine Option. Die kurzen Oligonukleotide gewährleisten 
eine besonders hohe Transfektionseffizienz der Zellen. Durch das zusätzliche Markieren der 
siRNA mit Fluoreszenzfarbstoffen wie zum Beispiel FAM (6-Carboxyfluorescein) kann auch 
hier eine Selektion der transfizierten Zellen mittels FACS-Gerät erfolgen. 
5.1.2 Spielt die STAT3-Aktivierung eine Rolle in der OSM-vermittelten 
Expression der MRP-Transportproteine? 
Die Untersuchung der Signalwege in OSM stimulierten dermalen Fibroblasten zeigte im 
Gegensatz zu den transient aktivierten MAPK eine ungewöhnlich lange und starke 
Aktivierung der STAT-Faktoren. Insbesondere für STAT3 ließ sich auch noch nach 24 
Stunden eine deutliche Tyrosin-Phosphorylierung nachweisen. Die Transfektion der dermalen 
Fibroblasten mit einer dominant negativen Form von STAT3 oder der Einsatz von siRNA 
könnte eine mögliche Beteiligung von STAT3 an der OSM-abhängigen Hochregulation der 
MRP-Transportproteine aufklären. Verschiedene Computerprogramme ermöglichen die 
Identifizierung putativer Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren in der Promotorregion 
unterschiedlicher Gene. Da die Sequenzen für die MRP-Promotorregionen veröffentlicht sind, 
könnten putative STAT3-Bindungsstellen mit Hilfe dieser Computerprogramme identifiziert 
werden. Die Bindung von STAT3 an die MRP-Promotorregionen könnte anschließend in 
einem elektrophoretischen Mobilitäts-Shift-Assay (EMSA) überprüft werden. Die vorge-
schlagenen Untersuchungen lassen sich wahlweise auch auf STAT1 übertragen. 
5.1.3 Welche Signalwege sind in Keratinozyten an der Hochregulation der 
MRP-Transportproteine beteiligt? 
Im Vergleich zu OSM ist die MRP-Expression in Keratinozyten deutlich stärker nach einer 
IL-6/sIL-6R Stimulation ausgeprägt. Da sehr kleine Effekte die Aufklärung molekularer 
Mechanismen erschweren, ist die Untersuchung der IL-6-abhängigen Hochregulation der 
MRP-Transportproteine von Vorteil. Für MRP-3 konnte mittels Real-time PCR eine 2,5 fach 
stärkere Expression der mRNA nachgewiesen werden. Die Untersuchung der beteiligten 
Signalwege erfordert zunächst eine IL-6/sIL-6R abhängige Langzeitkinetik in Keratinozyten, 
wie sie auch für die dermalen Fibroblasten durchgeführt wurde. Die in der Western Blot 
Analyse nachgewiesene Aktivierung verschiedener Signalproteine entscheidet anschließend 
darüber, welche Inhibitoren zum Einsatz kommen. Da die Amaxa-Technologie die 
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Transfektion von primären Keratinozyten ermöglicht, wäre auch hier eine Überprüfung der 
Ergebnisse mit Hilfe von dominant negativ wirkenden Signalproteinen oder siRNA sinnvoll. 
5.1.4 Kann ein verstärkter Transport von PGE2 nach OSM-Stimulation in 
dermalen Fibroblasten nachgewiesen werden? 
Dermale Fibroblasten zeigen nach OSM-Stimulation eine deutlich verstärkte Expression von 
MRP-4, dem Effluxtransporter für PGE2. Ein stimulierender Einfluss von OSM auf die 
Expression von Cox-2, dem Schlüsselenzym in der Synthese von Prostaglandinen, wurde 
bereits beschrieben [109, 110]. Durch den verstärkten Transport von PGE2 könnte die OSM-
vermittelte MRP-4 Hochregulation von physiologischer Bedeutung für die Entstehung von 
Entzündungsreaktionen sein. Die Durchführung eines Efflux-Assays mit radioaktiv 
markiertem [3H]PGE2 könnte möglicherweise die Frage nach der physiologischen Relevanz 
der OSM-vermittelten Hochregulation der MRP-Transportproteine beantworten. Hierfür 
werden die Zellen zunächst mit radioaktiv markiertem [3H]PGE2 inkubiert und die Aufnahme 
von [3H]PGE2 durch das zweimalige Waschen mit eiskaltem PBS abgestoppt. Anschließend 
wird die in der Zelle verbliebene Radioaktivität im Szintillations-Zähler gemessen. 
5.2  Bedeutung des Interleukin-31/IL-31R/OSMR Komplexes in 
der Vermittlung entzündlicher Hauterkrankungen 
Im zweiten Teil der Arbeit konnte die Expression von IL-31 in Biopsien von Patienten mit 
atopischer Dermatitis und allergischem Kontaktekzem nachgewiesen werden. Mit Hilfe eines 
chimären Rezeptorsystems gelang die Identifizierung der STAT3- und STAT5- Bindungs-
stellen im IL-31R. Folgende Aspekte dienen zur weiteren Charakterisierung der Rolle von 
IL-31 in der immunologischen Barrierefunktion der Haut und ihrer Dysregulation.  
5.2.1 Welche Zelltypen sind an der Sekretion von IL-31 beteiligt? 
Im murinen System wurde eine Präferenz der TH2- gegenüber TH1-Zellen in der Sekretion 
von IL-31 beobachtet [101]. Die in dieser Arbeit gefundene Korrelation von IL-31 mit IL-4 in 
entzündlichen Hauterkrankungen deutet auf eine bevorzugte Sekretion des Zytokins von 
aktivierten TH2-Zellen hin. Für den Beweis könnten aus humanem Blut gesunder Spender 
isolierte T-Zellen mit Hilfe von IL-4 und neutralisierenden anti-IL-12 Antikörpern in 
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Richtung TH2- und mit IL-12 und neutralisierenden anti-IL-4 Antikörpern in Richtung TH1-
Zellen differenziert werden. Die Messung des Zytokins erfolgt anschließend mittels Real-time 
PCR. Im Erwachsenenalter lösen emotionale Stressfaktoren oft einen akuten Krankheitsschub 
der atopischen Dermatitis aus. Die Ausschüttung von Neuropeptiden aus den Nerven-
endigungen in der Haut führt zu einer Aktivierung der Mastzellen [134]. Da eine 
Ausschüttung von IL-4 und IL-13 nach Aktivierung der Mastzellen beobachtet wurde, wäre 
auch eine Freisetzung von IL-31 denkbar. Die Isolation und Kultivierung von primären 
Mastzellen ist jedoch schwierig, daher könnte zunächst die humane leukämische Mastzelllinie 
HMC-1 mit PMA/Calcium-Ionophor oder auch anti-IgE Antikörpern stimuliert werden und 
anschließend die Expression von IL-31 mit Hilfe von Real-time PCR untersucht werden. 
5.2.2 Wie sieht die IL-31R- und OSMR-Expression in entzündlichen Haut-
erkrankungen aus? 
In läsionalen Hautveränderungen von Patienten mit atopischer Dermatitis und allergischem 
Kontaktekzem konnte eine verstärkte Expression von IL-31 nachgewiesen werden. Da die 
Expression von spezifischen Rezeptorkomplexen Grundvoraussetzung für die Wirkung von 
Zytokinen ist, wäre die Untersuchung der Rezeptorexpression von IL-31R und OSMR in den 
Biopsien von Patienten mit atopischer Dermatitis, allergischem Kontaktekzem und Psoriasis 
sinnvoll. Eine verstärkte oder auch abgeschwächte Expression des IL-31 Rezeptorkomplexes 
würde Rückschlüsse auf die IL-31-vermittelte Beeinflussung der Genexpression in 
Keratinoyzten und dermalen Fibroblasten erlauben. 
5.2.3 Welche IL-31R Spleißvarianten werden in Keratinozyten und 
dermalen Fibroblasten exprimiert? 
In verschiedenen Zelltypen wurde bereits die Expression einer dominant-negativ wirkenden 
Spleißvariante des IL-31R beschrieben. Das Verhältnis der stark verkürzten Form gegenüber 
der langen, alle Tyrosinmotive enthaltenden Form des IL-31R beeinflusst die Stärke der 
Signaltransduktion. In Keratinozyten und dermalen Fibroblasten wurde die Expression der 
verkürzten Spleißvariante bislang noch nicht untersucht. Die Entwicklung spezifischer 
Sonden, die zwischen der langen und kurzen Form des IL-31R diskriminieren, sollte die 
Untersuchung mittels Real-time PCR in Keratinozyten und dermalen Fibroblasten 
ermöglichen. 
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5.2.4 Wie sieht die IL-31-vermittelte Signaltransduktion im Unterschied zu 
OSM  in Hautzellen aus? 
Die Firma ZymoGenetics (Seattle, USA) stellt im Rahmen einer Kollaboration das Zytokin 
IL-31 zur Verfügung und ermöglicht so eine weitere Untersuchung der IL-31 
Signaltransduktion in primären Keratinozyten und dermalen Fibroblasten unabhängig vom 
chimären Rezeptorsystem. Obwohl sich IL-31 und OSM sehr stark hinsichtlich ihres STAT-
Aktivierungsprofils (STAT1, 3, 5) ähneln, unterscheiden sie sich in ihrer physiologischen 
Wirkung. Diese Unterschiede können nicht ausschließlich auf eine restriktive Expression der 
spezifischen Rezeptoren (IL-31R bzw. gp130) zurückgeführt werden, sondern sind vermutlich 
die Konsequenz unterschiedlich aktivierter Signalwege. Ein Vergleich der Aktivierungs-
profile der Janus-Kinasen (Jak1, Jak2), STAT-Faktoren (STAT1, STAT3, STAT5) und MAP-
Kinasen (Erk1/2, p38, JNK) sowie die Untersuchung der Aktivierung der PI3-Kinase und 
Proteinkinase C könnte die spezifischen und redundanten Signalwege von IL-31 und OSM 
aufdecken. Die Dysregulation Zytokin-vermittelter Signale kann zum einen durch die 
verstärkte Aktivierung der induzierten Signalwege, aber auch durch die fehlerhafte Signal--
abschaltung bewirkt werden. Den Mitgliedern der SOCS-Familie kommt eine besondere 
Bedeutung in der negativen Regulation der Zytokin-vermittelten Signaltransduktion zu. Da 
bislang nicht bekannt ist, ob und welche SOCS-Proteine nach einer IL-31 Stimulation 
aktiviert werden, wäre die Untersuchung der unterschiedlichen Expression der SOCS-Proteine 
in IL-31 und OSM stimulierten Keratinozyten und dermalen Fibroblasten mit Hilfe von RT-
PCR und RNase protection assay interessant. Die meisten Rezeptoren der IL-6-Typ 
Zytokinfamilie rekrutieren die Tyrosinphosphatase SHP-2, für die ebenfalls eine negativ 
regulatorische Wirkung auf die Signaltransduktion beschrieben wurde. Aufgrund der 
fehlenden Rekrutierung von SHP-2 an den IL-31R stellt sich die Frage, ob andere 
Phosphatasen wie zum Beispiel SHP-1 an den Rezeptor binden können. Die Durchführung 
weiterer Koimmunopräzipitations-Experimente mit der phosphorylierten IL-31R Kette sollte 
diese Frage beantworten können. 
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5.2.5 Welche Gene werden nach IL-31 und OSM Stimulation in Hautzellen 
aktiviert? 
In einem weiteren experimentellen Ansatz soll der Einfluss von IL-31 und OSM auf die 
Genexpression in Keratinozyten und dermalen Fibroblasten untersucht werden. Wie bereits 
erwähnt, ist ein Vergleich mit der OSM-vermittelten Genexpression deshalb interessant, weil 
beide Zytokine über sehr homologe Rezeptorkomplexe signalisieren, ähnliche Signalwege 
aktivieren, aber unterschiedliche physiologische Konsequenzen erzielen. Die Keratinozyten 
und dermalen Fibroblasten werden für 2 und 18 Stunden mit IL-31 und OSM stimuliert und 
anschließend die verstärkte bzw. verminderte Transkription der Gene mittels Affymetrix 
GeneChips untersucht. Der frühe Zeitpunkt erlaubt die Ermittlung von direkt nach IL-31- 
oder OSM-Stimulation induzierten Genen, während der spätere Zeitpunkt auch sekundär 
induzierte Gene aufzeigt. Ausgewählte, differentiell regulierte Gene werden anschließend 
mittels Real-time PCR verifiziert. 
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6 Zusammenfassung 
Eine wesentliche Erkenntnis der letzten Jahre bestand darin, dass die Haut ihre 
Barrierefunktion nicht nur aufgrund ihrer besonderen anatomischen Strukturen erfüllt, 
sondern auch aktiv an biochemischen und immunologischen Schutzmechanismen beteiligt ist. 
Die Effluxtransporter der MRP-Familie schützen die Hautzellen vor Xenobiotika und fördern 
durch den Transport von Prostaglandinen und Leukotrienen Entzündungsprozesse zum Schutz 
vor pathogenen Mikroorganismen. Im ersten Teil der Arbeit konnte der stimulierende Einfluss 
von IL-6 und OSM auf die Expression der MRP-Transportproteine MRP-1, -3, -4 und -5 in 
normalen humanen epidermalen Keratinozyten und primären dermalen Fibroblasten 
nachgewiesen werden. Mit Hilfe von Real-time PCR, semi-quantitativer RT-PCR, cDNA-
Microarrays, Immunfärbungen und Transportexperimenten wurde gezeigt, dass IL-6 in 
Verbindung mit seinem löslichen Rezeptor (sIL-6R) die Expression und funktionelle Aktivität 
der MRPs in Keratinozyten steigert. Trotz Expression des OSMR konnte in Keratinozyten 
keine verstärkte MRP-3 Expression nach OSM-Stimulation beobachtet werden, wohl aber 
eine verstärkte Expression von MRP-1. In dermalen Fibroblasten hingegen erwies sich OSM 
als ein effektiverer Stimulator der MRP-Synthese. Die Untersuchung der Signalwege ergab, 
dass beide Zytokine eine starke Aktivierung von STAT1 und STAT3 sowie der MAP-Kinasen 
Erk1/2 in dermalen Fibroblasten auslösen. Im Gegensatz zu IL-6 aktiviert OSM zusätzlich die 
Proteinkinase B/Akt und die Stress-aktivierte MAP-Kinase p38. Während die Aktivierung der 
MAP-Kinasen transient ist, persistiert die Tyrosin-Phosphorylierung der STAT-Faktoren über 
24 Stunden. Mit Hilfe des MEK1 spezifischen Inhibitors U0126 konnte ein stimulierender 
Effekt der MAP-Kinasen auf die MRP-Expression ausgeschlossen werden. Eine Hemmung 
der PI3-Kinase zeigte jedoch, dass dieser Signalweg möglicherweise an der OSM-
vermittelten Hochregulation der MRP-4 Expression in dermalen Fibroblasten beteiligt ist. Die 
verstärkte Expression von IL-6 Typ Zytokinen wurde bereits in entzündlichen 
Hauterkrankungen beschrieben und korreliert mit der nachgewiesenen MRP-1 Hochregulation 
in Psoriasis-Gewebe. 
Im zweiten Teil der Arbeit lag der Schwerpunkt auf der Charakterisierung der 
immunologischen Barrierefunktion der Haut und ihrer Dysregulation. Hierfür wurde die 
Signaltransduktion des IL-31R, der zusammen mit dem OSMR den neuen Rezeptorkomplex 
für das erst kürzlich beschriebene Zytokin IL-31 bildet, näher charakterisiert. Weiterhin 
wurde die Bedeutung von IL-31 in TH1/TH2-vermittelten entzündlichen Hauterkrankungen 
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untersucht. Mit Hilfe eines chimären Rezeptorsystems bestehend aus den extrazellulären 
Bereichen der IL-5 Rezeptoren (α und β) sowie den Transmembran- und intrazellulären 
Regionen von gp130, OSMR und IL-31R gelang nach Punktmutation der Tyrosinmotive die 
Identifizierung der STAT3- und STAT5-Rekrutierungsstellen im IL-31R. STAT1 wird 
ebenfalls Tyrosin-abhängig aktiviert, jedoch nicht über ein einzelnes Tyrosinmotiv. Im 
Gegensatz zu seinen engsten Verwandten gp130, LIFR oder OSMR kann der IL-31R keine 
MAP-Kinasen aktivieren, da er weder die Tyrosinphosphatase SHP-2 noch das Adaptor-
protein Shc bindet.  
Die nachgewiesene Expression von IL-31 in Hautproben von Patienten mit atopischer 
Dermatitis steht im Einklang mit dem auffälligen Haut-Phänotyp der IL-31 transgenen Mäuse, 
die ekzematöse Hautveränderungen aufweisen.  Die teilweise sehr starke Expression von 
IL-31 in Biopsien aus allergischem Kontaktekzem deutet auf eine Beteiligung von IL-31 in 
der Pathogenese dieser Erkrankung hin. Sezerniert wird IL-31 sehr wahrscheinlich von 
humanen TH2-Lymphozyten, da eine Korrelation zwischen IL-31 und IL-4 in den 
ekzematösen Hautveränderungen der atopischen Dermatitits und dem allergischen Kontakt-
ekzem gefunden wurde, während in der TH1-vermittelten entzündlichen Hauterkrankung 
Psoriasis keine Expression von IL-31 nachgewiesen werden konnte. Neben der konstitutiven 
Expression sowohl des IL-31R als auch des OSMR in primären humanen Keratinozyten, 
konnte auch erstmals eine Expression dieses neuen IL-31 Rezeptorkomplexes in dermalen 
Fibroblasten gezeigt werden.   
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8 Anhang 
8.1 Auswertung Zytokine 
I Deskriptive Statistik 
 
 
Normalhaut 
 
Parameter N Min Q25% Median Mean Q75% Max IQR 
IL-31 10 0.4260 0.7835 1.0820 1.3600 1.3340 4.3730 0.5505 
OSM 10 0.0530 0.6673 1.0290 1.8070 1.9870 7.5900 1.3197 
IL-4 10 0.0620 0.4178 0.8330 0.9315 1.3140 2.2460 0.8962 
IL-13 10 0.0000 0.2805 0.4485 0.4489 0.5305 1.0000 0.2500 
IFNγ 10 0.8750 1.0340 1.6520 1.8000 2.5490 2.9840 1.5150 
 
 
Atopische Dermatitis 
 
Parameter N Min Q25% Median Mean Q75% Max IQR 
IL-31 33 0.5330 1.2850 2.3240 4.5380 6.0880 26.0300 4.8030 
OSM 33 0.3650 2.5790 3.6650 6.8480 6.4030 57.0300 3.8240 
IL-4 33 0.0660 1.9670 3.4910 6.5990 8.8600 30.6200 6.8930 
IL-13 33 0.0110 2.0520 3.2730 6.7060 10.6200 24.1200 8.5680 
IFNγ 33 0.0000 0.6310 1.2860 3.0110 3.5890 14.2400 2.9580 
 
 
Psoriasis 
 
Parameter N Min Q25% Median Mean Q75% Max IQR 
IL-31 60 0.0920 0.3095 0.5170 0.7548 0.8883 2.8820 0.5788 
OSM 60 0.2680 1.5010 3.2390 6.0260 6.3340 60.5200 4.8330 
IL-4 60 0.0000 0.2788 0.6380 0.9042 1.2670 4.5200 0.9882 
IL-13 60 0.0000 0.0473 0.2795 0.4094 0.4955 2.2810 0.4482 
IFNγ 60 1.3270 3.1310 4.3560 5.4040 6.7720 19.3500 3.6410 
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Kontaktekzem 
 
Parameter N Min Q25% Median Mean Q75% Max IQR 
IL-31 56 0.1270 1.2830 3.4000 32.9300 9.9360 570.3000 8.6530 
OSM 56 1.0230 4.8230 13.7000 18.2400 24.2000 79.2000 19.3770 
IL-4 56 0.3380 7.2260 26.4400 47.1000 54.1100 383.5000 46.8840 
IL-13 56 0.0010 3.5970 8.0090 10.5700 16.4400 31.5700 12.8430 
IFNγ 56 0.0010 2.2360 3.5690 6.6980 31.5700 69.3300 4.4110 
 
 
 
II  Paarweise unverbundene Wilcoxon-Tests (p-Werte; explorativ) 
 
a) IL-31 
 
 Normalhaut Dermatitis Psoriasis Kontaktekzem 
Normalhaut  0.0124 0.0086 0.0061 
Dermatitis   <0.0001 0.2533 
Psoriasis    <0.0001 
Kontaktekzem     
 
 
b) IL-4 
 
 Normalhaut Dermatitis Psoriasis Kontaktekzem 
Normalhaut  <0.0001 0.5739 <0.0001 
Dermatitis   <0.0001 <0.0001 
Psoriasis    <0.0001 
Kontaktekzem     
 
 
c) IL-13 
 
 Normalhaut Dermatitis Psoriasis Kontaktekzem 
Normalhaut  <0.0001 0.2680 <0.0001 
Dermatitis   <0.0001 0.0226 
Psoriasis    <0.0001 
Kontaktekzem     
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d) IFNγ 
 
 Normalhaut Dermatitis Psoriasis Kontaktekzem 
Normalhaut  0.6980 <0.0001 0.0088 
Dermatitis   <0.0001 0.0018 
Psoriasis    0.1803 
Kontaktekzem     
 
 
e) OSM 
 
 Normalhaut Dermatitis Psoriasis Kontaktekzem 
Normalhaut  0.0009 0.0095 <0.0001 
Dermatitis   0.3947 <0.0001 
Psoriasis    <0.0001 
Kontaktekzem     
 
 
 
 
 
 
III   Spearman-Rangkorrelationskoeffizienten 
 
 
 
a) Atopische Dermatitis 
 
 IL-31 OSM IL-4 IL-13 IFNγ 
IL-31 1.0000 0.2905 0.6594 0.4533 0.2031 
OSM 0.2905 1.0000 0.2981 0.4475 0.0817 
IL-4 0.6594 0.2981 1.0000 0.6862 0.5532 
IL-13 0.4533 0.4475 0.6862 1.0000 0.4268 
IFNγ 0.2031 0.0817 0.5532 0.4268 1.0000 
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b) Psoriasis 
 
 IL-31 OSM IL-4 IL-13 IFNγ 
IL-31 1.0000 -0.3402 0.0645 0.0082 -0.1641 
OSM -0.3402 1.0000 -0.0657 -0.0913 0.1697 
IL-4 0.0645 -0.0657 1.0000 0.5372 0.1142 
IL-13 0.0082 -0.0913 0.5372 1.0000 0.0968 
IFNγ -0.1641 0.1697 0.1142 0.0968 1.0000 
 
 
 
 
c) Kontaktekzem 
 
 IL-31 OSM IL-4 IL-13 IFNγ 
IL-31 1.0000 0.1964 0.5739 0.6285 -0.2334 
OSM 0.1964 1.0000 0.4683 0.4950 0.5176 
IL-4 0.5739 0.4683 1.0000 0.7163 -0.0213 
IL-13 0.6285 0.4950 0.7163 1.0000 0.0479 
IFNγ -0.2334 0.5176 -0.0213 0.0479 1.0000 
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